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Zur Brenztraubensaure-Frage. 


Von 


C. Neuberg und E. Simon. 
(Der Redaktion zugegangen am 10. August 1927.) 


In Verfolg einer langen Reihe friiherer Untersuchungen 
haben wir jiingst') erneut dargelegt, daB sich 5 Bedingungen 
namhaft machen lassen, unter denen die Brenztraubensiure im 
Hinklange mit der Theorie mindestens ebenso rasch wie Glu- 
cose vergoren werden kann. Dieses Ergebnis libt sich mit 
mehr als 30 Hefenrassen erreichen und darf daher Anspruch 
auf allgemeine Giltigkeit erheben. Wir haben weiter in Wieder- 
holung und Ausdehnung ilterer Experimente aus dem Jahre 1915 
gezeigt, daB bei sachgemaBer Pufferung’) die Brenztrauben- 
siiure lebende Hefezellen nicht oder kaum mehr als eine Zucker- 
lésung entsprechender Konzentration schidigt. Diesen Gegen- 
stand nochmals zu beriihren, gibt uns eine vor kurzem er- 
schienene Veréffentlichung der Herren Haehn und Glaubitz?*) 
Anla8, da die gewihlte Fassung von dem in dieses Sonder- 
gebiet nicht voll eingeweihten Leser falsch verstanden werden 
kann. Die beiden Autoren haben zuvor die Ansicht aus- 
gesprochen, dai freie Brenztraubensiure fiir lebende Hefe- 
zellen so giftig sei, daB sie deshalb kaum ein normales 
Zwischenprodukt der Zuckerspaltung darstellen kénne. Jetzt 
bezeichnen sie als Hauptziel ihrer Untersuchungen die Auf- 
gabe, Bedingungen zu finden, bei denen die der Hefe unter 


1) C. Neuberg u. E. Simon, Biochem. Zs. Bd. 187. S. 220 (1927). 

*) C. Neuberg, Biochem. Zs. Bd. 71, S. 70 u. 73 (1915). 

3) H. Haehn u. M. Glaubitz, Diese Zs. Bd. 168, §, 233 (1927). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXXI. 1 
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Schonung ihres Gesundheitszustandes zugefiigte Brenztrauben- 
siure ebenso schnell vergirt wie Glucose. 

Mit dem eigentlichen Garungsproblem hat diese Aufgabe 
nur mittelbar zu tun. Wir haben fir sie zwar vielfaltige L6- 
sungen dargetan (a. a. O.), aber selbst die Unlésbarkeit wiirde 
nichts gegen eine biologische Rolle der Brenztraubensiure be- 
sagt haben. Denn es bedarf kaum der Betonung, da’ wenn 
Brenztraubensiure ein Intermediargebilde ist, sie normalerweise 
intracellir entsteht, so daB alle aus der Permeabilititsfrage 
erwachsenden Schwierigkeiten fortfallen. Es ist weiter selbst- 
verstandlich, daB im Zellinneren keine Anhiufung von freier 
Brenztraubensaure erfolgt, da sie nach Mafgabe ihres Ent- 
stehens durch die Decarboxylierung sofort ihrer sauren Funk- 
tion beraubt werden muB. Somit ist es klar, da8 auch eine 
Toxicitét von auBen zugefiihrter freier Brenztraubensiure den 
Kernpunkt des Problems gar nicht beriihren wiirde. Aber 
selbst unter diesen kiinstlichen Bedingungen wirkt, wie wir 
zeigen konnten, Brenztraubensdure bei richtiger Puffe- 
rung so wenig schidlich auf Suspensionen von Hefe, daB diese 
girtiichtig und fortpflanzungsfahig bleibt. Dem gleichen Er- 
gebnis nahern sich nun in ihrer letzten Mitteilung auch Haehn 
und Glaubitz, und sie werden es voll erreichen, wenn sie 
unsere Vorschriften zur exakten Abpufferung der Brenztrauben- 
siure sachlich befolgen. Die jetzt von ihnen verwendeten Ge- 
mische relativ bester Wirkungsart (1°/, Brenztraubensdure 
+ 0,5°/, Na,HPO,+2H,O bzw. 0,12 g Lysin-di-chlorid + der 
diesem Aquivalenten Menge NaOH bzw. 0,105 g Glykokoll) zeigen 
noch immer ein stark saures p,, das wir zu 2,3—2,4 feststellen. 
Bei dieser Aciditaét tritt noch die von uns beschriebene Alte- 
ration des Hefenproteins ein; es erfolgt Flockung, die bis zur 
Gelbildung fortschreiten kann. Denn diese Aciditaét weicht 
nur wenig von der’) einer 1°/,igen Lésung von freier Brenz- 
traubensiure (p,, =1,7) ab. Bei der von uns empfohlenen Puffe- 
rung, bei der etwas mehr als 1 Mol sekundires Alkaliphos- 
phat oder 2Mol Kaliumacetat auf 1Mol Brenztraubensiure 





') J. M. Kolthoff u. F. Tekelenburg, Rec. Bd. 46, 8S. 37 (1927). 
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benutzt wurden, ist p, = 4,4 bzw. = 4,8; bei dieser Wasser- 
stoffionenkonzentration wird Hefeneiweif nicht mehr koaguliert. 

Fiir dieses Vorgehen werden die Autoren bei niichterner 
Beriicksichtigung der Literatur unsere erste Anleitung in der 
Publikation aus dem Jahre 1915+) tinden, und wir sind sicher, 
daB bei genauer Innehaltung unserer Vorschriften auch die 
letzten noch bestehenden Differenzen verschwinden. 

Die Gelegenheit ergreifen wir, auf die Vergirbarkeit von 
brenztraubensaurem Natrium einzugehen. Unsere posi- 
tiven Befunde stehen im Einklange mit den gleichlautenden 
Eriahrungen von Meyerhot*) sowie von vy. Euler.) Die in 
der Literatur vorhandenen Unstimmigkeiten dirften damit ihre 
Aufklarung finden, daB es auf die H-lonenkonzentration des 
zu vergirenden Gemenges von Hefenmaterial und Substrat an- 
kommt. Unsere Angaben beziehen sich auf die Verwendung 
sehr betrachtlicher Mengen Hefe, die — wie bekannt — sauer 
ist und, wie erst in letzter Zeit Willstitter hervorgehoben hat, 
beim Stehen fortwahrend Siaure entwickelt. 


1) Diese ist den Autoren allem Anschein nach entgangen. 

2) O. Meyerhof, Diese Zs. Bd. 102, 8. 207 (1918). 

*) H. v. Euler, H. Fink und R. Nilsson, Diese Zs. Bd. 152, 8. 308 
(1926). 
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Zur Titration der Aminosdiuren und Proteine gegen 
Indicatoren. 
Von 


K. Felix und H. Miiller. 


(Aus dem Laboratorium der Ii. Medizinischen Klinik Miinchen. 


(Der Redaktion zugegangen am 4. August 1927.) 


Bei den elektrometrischen Messungen am Histon der Thymus- 
driise, die der eine von uns gemeinsam mit A. Harteneck?) 
ausgefiihrt hat, ergab sich, da8 der Endpunkt fiir die Titration 
mit Siuren zwischen p,, 1 und 2 und der fiir die Titration 
mit Laugen zwischen p,, 11 und 12 liegt; beim Oxyhimoglobin 
liegen, nach noch nicht verdéffentlichten Versuchen des einen 
von uns gemeinsam mit A. Buchner, die Endpunkte bei p,, 1,5 
bis p,, 1,7 bzw. bei p,, 11,9—12,2. Es muS demnach die Disso- 
ziationskonstante einzelner dieser Gruppen sehr klein sein. 
Wenn man nun Proteine gegen Indicatoren vollstiindig titrieren 
will, so hat man solche Farbstoffe zu wihlen, deren Umschlags- 
bereich in jene p,,-Zonen fallt. Von den gebriauchlichen 
kommen in erster Linie das Thymolblau, das seinen sauren 
Umschlagsbereich zwischen p,, 1,2 und 2,8 hat, und das Ali- 
zaringelb, das zwischen p,, 10,1 und 12,1 umschlagt. Eine 
Titration der sauren Gruppen des Histons gegen Alizaringelb 
mit 0,1 n-Natronlauge hatte denn auch das gleiche Resultat 
wie die elektrometrischen Messungen(” 8.111), und lieB er- 
warten, da diese etwas umstiindliche Methode durch einfache 
Indicatorentitration ersetzt werden kénne. Wir haben nun 
eine Reihe von Aminosiuren und Peptiden gegen diese Indica- 
toren titriert, um die Brauchbarkeit und den Anwendungs- 
bereich dieser Methode zu priifen. 
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Die theoretischen Grundlagen fiir die Titration der Amino- 
siuren, Polypeptide und Proteine sind bereits ausfiihrlich von 
L. J. Harris’) entwickelt worden. MaBgebend fiir den End- 
punkt der Titration sind die Dissoziationskonstanten, sowohl 
fiir Lésungen von Ampholyten, als auch fiir Gemische von 
Saiuren und Basen verschiedener Starke. Je gréBer die Disso- 
ziationskonstante ist, um so naher hegt der Kndpunkt der 
neutralen Reaktion, und umgekehrt, je kleiner sie ist, um so 
weiter liegt der Endpunkt im alkalischen oder sauren Bereich. 
Nach Harris lassen sich die Endpunkte aus den Dissozia- 
tionskonstanten berechnen. Man kann sie aber auch experi- 
mentell bestimmen, indem man zu einer bekannten Loésung 
einer Aminosiiure die berechnete Menge Saiure oder Lauge zu- 
setzt und dann das p, mibt. So ist zB. die stark disso- 
ziierte Guanidingruppe des Arginins bereits bei einem p,, iiber 
5,0 titriert, waihrend die schwach dissoziierte Aminogruppe erst 
bei p,, 0,35 vollstiindig titriert sein soll, die Carboxylgruppe 
ist erst bei einem p,, tiber 15,95 ganz dissoziiert. Die Knd- 
punkte fiir die beiden Aminogruppen des Lysins liegen bei 
Pp, 5,0 und 0,05, fiir die Carboxylgruppe des Lysins bei 12,7 
bis 13. Die basischen Gruppen des Histidins sind bei p,, 3,76 
und —0,3, die Carboxylgruppe bei p,, 10,65 titriert. Die sauren 
Gruppen der Asparaginsiure haben ihren Endpunkt bei p,, 5.83 
und 11,85, die Aminogruppen bei p,, 0,08. Die Dissoziation 
der Aminogruppe des Histidins und der Carboxylgruppe des 
Arginins sind wohl die Extreme, mit denen man es bei der 
Hydrolyse von Proteinen zu tun haben wird. Uber die Disso- 
ziation der Peptone ist noch nichts Genaueres bekannt. Bei 
den Peptonen, die aus dem Histon bei der Verdauung mit 
Pepsin—Salzsiiure entstehen, sind die sauren Gruppen stirker 
dissoziiert als die des urspriinglichen Histons(? 8.118). Diese 
Uberlegung wiirde eigentlich Indicatoren verlangen, die zwischen 
Pq 9 und 1,0 und zwischen 13 und 16 ihre Farbe Andern, 
eine Forderung, der unsere Indicatoren nur unvollkommen 
gerecht werden. Dazu kommt noch, daB man bei der prak- 
tischen Ausfiihrung itiber die theoretisch oder experimentell 
bestimmten Endpunkte hinaus titrieren mub, da infolge der 
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hydrolytischen Dissoziation ein Teil der Siure und Lauge ver- 
braucht wird, um die Reaktion des Lésungsmittels zu dndern. 
Der bei der Titration erhaltene Wert mu8 jeweils noch korri- 
giert werden durch die Menge Titrationsmittel, die ndétig ist, 
dasselbe Volum Wasser auf das gleiche p,, zu bringen. Poiriers 
Blau hatte einen giinstigeren Umschlagspunkt als Alizaringelb, 
aber in Gegenwart von Arginin ist es unbrauchbar, da es sich 
entfarbt. Auch Methylviolett 6B extra, Malachitgriin und 
Mauvein, die fiir die Titration mit Sauren verwendet werden 
kénnten, sind ungeeignet. Wie nun unsere Versuche, deren 
Ergebnisse die nachfolgenden Tabellen enthalten, zeigen, lassen 
sich jedoch die Aminosiuren mit wenigen Ausnahmen gegen 
jene beiden Indicatoren titrieren. 


Tabelle 1. 


Titration von Aminosiuren und Dipeptiden. 




















Gegen Thymolblau | Gegen Alizaringelb 
titrierbare basische | titrierbare COOH- 
Aminosiiure Gruppen, Gruppen, 

bezogen auf 1 N bezogen auf 1 N 

gef. =, d. Th. gef, o/, d. Th. 
MMM. 2. oS. ee 100 095 | 95 
Tryptophan... . . 0,786 | (39) 0.57 114 
Pile «ss... eer SOS 067 | 67 
Taurin . . . . . . .{ 0,205 | = 20,5 1 / 100 
Glutaminsiiure . . . . 1,02 | 102 2 | 100 
Asparaginsiure . . . 0,96 | 96 2,06 | 103 
Arginin+ HCl ... . 0,25 | 100 0,25 | 50 
Arginin (+1/,H,CO,) . .| 0,54 | 108 0,05 | 20 
Guanidin+ HCl. . . . 0,01 | a “es “a 
d-Dibenzoyl-arginin . . ao 0,29 116 
d,l-Dibenzoyl-arginin . . 039 | — _ ne 
d-Dibenzoyl-arginin + HCl 025 |; — 055 | — 
Histidin+ HCl . .. . 0,34 | 103 0,7 106 
Histidincarbonat. . . . 068 | 108 0,40 121 
Ornithin+ HCl... . 0,49 | 98 0,84 42 
Glyeyl-glyein . . . . 0,55 | 110 0,49 98 
Leueyl-glyein . . 0,59 | 118 0,52 104 
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Mit Ausnahme der Carboxylgruppen des Arginins, des 
Ornithins, des Prolins und der Aminogruppe des Taurins sind 
die untersuchten Aminosiuren gegen Thymolblau und Alizarin- 
gelb mit Siure und Lauge titrierbar. Wabrend die Imido- 
gruppe des Prolins vollstindig titriert werden kann, gelingt 
es bei der des Tryptophans praktisch gar nicht, Lysin stand 
uns nicht zur Verfiigung, es wird sich wohl dbnlich verhalten 
wie das Ornithin. Bemerkenswert sind die Ergebnisse beim 
Dibenzoyl-arginin. Es ist in Wasser schwer léslich und wurde 
daher in alkoholischer Lésung titriert; der zur Korrektur not- 
wendige Leerversuch wurde dementsprechend auch mit Alkohol 
ausgefiihrt. Obwohl am Guanidinkern der negative Benzoylrest 
sitzt, kann es noch ein Aquivalent Siure binden. Es lit sich 
auch ein salzsaures Salz des Dibenzoylarginins darstellen, wor- 
iiber in anderem Zusammenhang berichtet werden wird. Der 
basische Charakter der Guanidingruppe ist durch den Ein- 
tritt des Benzoylrestes nicht geindert worden. Umgekehrt 
wiirde bei Abspaltung des Benzoyls ihr Siurebindungsvermégen 
nicht zunehmen. Nun haben die gesamten basischen Gruppen 
des Histons durch die Verdauung mit Pepsin—Salzsiure einen 
stiirkeren Zuwachs erfahren als die freien Aminogruppen allein. 
Neben diesen miissen noch andere basische Gruppen frei ge- 
worden sein. Aus verschiedenen Griinden wurde vermutet, 
daB es sich hier um Guanidingruppen handle, und im Eiweii 
eine Guanidin—Carboxylbindung angenommen. Falls eine solche 
wirklich vorhanden sein sollte, so miiBte sie anderer Art sein, 
als die des Dibenzoyl-arginins. 


Um unsere Modelle den bei Proteinspaltungen praktisch 
vorkommenden Verhiltnissen enger anzupassen, haben wir 
Aminosiuren und Dipeptide in bekanntem Verhiltnis gemischt 
und titriert. Tabelle 2 und 3 enthalten die Resultate. 


Solange es sich um Gemische von gewohnlichen Amino- 
siiuren, Aminodicarbonsiuren, Dipeptiden und Histidin handelt. 
entsprechen die Ergebnisse den Erwartungen. Bei den Ge- 
mischen aber, die Arginin enthalten, wird mehr Siure ver- 
braucht als die Theorie verlangt. 
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Tabelle 2. 


Gemische von Aminosiure und Dipeptide. Titration gegen Thymolblau. 











Titrierbare basische Gruppen, 
bezogen auf 1 N 
gef. °/, der Theorie 
Leucin 0.60 150 
Arginin-HC] ’ | sini 
Arginin-HCl . . 
Glutaminsiure 0,78 195 
Leucin ais ‘ 
Ornithin-HCl ai ase 
Glyeyl-glycin | 
Leucyl-glycin 0,67 178 
Arginin-HCl 
Leucin 
Glutaminsiure 0,94 me 
Ornithin-HCl 
Leucin 0,84 112 
Glutaminsiure 
Leucin 
Glutaminsiiure 0,90 180 
Arginin-HCl 
Tryptophan 
Histidin, H,CO, 0,66 | 93 
Leucyl-glycin | 
Tryptophan 
Histidin, H,CO, _ | 9 
Leucyl-glycin 0,374 83 
Arginin-HCl 


Bei der Titration mit Lauge sind die Abweichungen des 
gefundenen Wertes von dem theoretischen geringer. Aber auch 
hier fallen die Gemische mit Arginin auf, insofern als jetzt 
die Carboxylgruppe des Arginins, die beim Argininchlorhydrat 
und -carbonat kaum nachzuweisen ist, nun fast vollstindig 
titriert werden kann. Offenbar wird ihre Dissoziationskonstante 
in dem Gemisch erhdht. 

Die Titration gegen Alizaringelb leistet ahnliches wie die 
alkoholische Titration. Unter Umsitinden lassen sich mit ihr 
mehr Carboxyle nachweisen als mit jener, wie der friiher mit- 
geteilte Versuch am Histon zeigt (? 8.111). Sie ist ihr aber 
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Tabelle 3. 


Gemische von Aminoséure und Dipeptiden. Titration gegen Alizaringelb. 





Titrierbare saure Gruppen, 
bezogen auf 1 N 


gef. | of der Theorie 
> | iQ 





Leucin 


. ee 1 2 5 
Glutaminsdure 4 JO 


Leucin 
Glutaminséure 0.7 34 


Arginin-HCl 


Tryptophan 
Histidin-H,CO, 0,49 114 
Leucyl-glyein 





- Tryptophan 
Leucyl-glycin 0,35 70 
Arginin-HCl 
Ornithin-HCl ie —F 

X . PT 1 ew Jv j l 5 
Glutaminsiure 
Ornithin-HCl 
(slutaminsiiure 
Arginin-HC]l 
Leucyl-glyein 
faurin 
Leucin 





0,94 LO3 


0,75 100 





ee eS eee oe ee 


Leucyl-glyein 
Leucin 
Taurin 


Arginin-HCl 


Arginin-HCl 


Agen 0,68 85 
Glutaminsiure 7 








unterlegen, wenn es sich darum handelt, neben Aminosiduren 
Peptide nachzuweisen. In manchen Fallen, wo das Protein 
durch Alkohol ausgeflockt wird, und, wenn man nicht be- 
sondere VorsichtsmaBregeln trifit, dadurch die Resultate der 
alkoholischen Titration unsicher werden, wird man mit Vor- 
teil die Titration gegen Alizaringelb anwenden kénnen. Bei 
Hydrolysen gestattet die Titration gegen Thymolblau festzu- 
stellen, ob neben Aminogruppen noch andere basische Gruppen 
frei werden. Wir haben Gelatine mit Pepsin—Salzsiure verdaut. 
Der Zuwachs an basischen und sauren Gruppen betrug 2,2, 
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bezogen auf 100 Atome Stickstoff. Es sind somit gleichviel 
basische und saure Gruppen freigelegt worden. Zu demselben 
Ergebnis kommen auch EK. Waldschmidt-Leitz und 
G. Kiinstner in diesem Heft veréffentlichten Versuchen. Die 
freien Aminogruppen nehmen nach der Formoltitration um 
2,5, nach van Slyke um 3,2 zu, d. h. die Zunahme der 
freien Aminogruppen betragt ebenso viel wie die gegen 
Thymolblau titrierbaren basischen Gruppen. 


In Fallen, wo neben den gewoéhnlichen Aminosiuren viel 
Arginin frei wird, wie z.B. bei den Protaminen, kann bei der 
Titration gegen Thymolblau der Verbrauch an Siure etwas 
zu groB werden. 


Experimenteller Teil. 


Ausfihrung der Titration. Sie kann in der iiblichen 
Weise geschehen, indem in einem Kélbchen ein abgemessenes 
Volum der Fliissigkeit bis zur gréBten Farbtiefe des Indicators 
titriert und in einem zweiten Kélbchen dasselbe Volum Wasser 
auf die gleiche Farbe gebracht wird. Die Differenz der beiden 
Werte gibt die von der Substanz gebrauchten Kubikzentimeter. 
Man kann aber viel genauer arbeiten, wenn man sich des 
Doppelkeil-Colorimeters nach Bjerrum-Arrhenius*) bedient. 
Sein wesentlicher Bestandteil ist eine rechteckige Wanne aus 
planparallelem Glas, die durch eine ebentalls planparallele 
Scheibe diagonal in zwei keilférmige Hiilften geteilt ist. Beide 
Hilften werden mit indicatorhaltigem Wasser gefiillt, zur einen 
so viel Saure und zur anderen so viel Alkali gegeben, das 
in dem einen Keil der Indicator vollkommen die saure, in dem 
anderen vollkommen die basische Farbe hat. In der Durch- 
sicht hat man dann je nach dem Verhiltnis der Schichtdicken 
der beiden Keile die verschiedenen Farbnuancen in dem Um- 
schlagsbereich des Indicators. Jede Nuance entspricht einer 
bestimmten Wasserstoftionenkonzentration. Durch eine optische 
Vorrichtung laBt sich eine bestimmte Farbe einstellen und 


*) Hergestellt von F. u. M. Lautenschliger, Miinchen. 
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Tabelle 4 




















1, 2. 3. 4, 
Gehalt ; Thymol- | Alizarin- 
der sjeldahl blau lb 
ge 
Lésung ae cem ecm 
a P 0,1 n-HCl 0,2 n-HCi}| 0,2 n-NaOH 
d,1-Dibenzoylarginin 0,6605 3,3 0,65 — 
d-Dibenzoylarginin . 0,8024 4,2 0,925 0,591 
desgl. . . . | 0,6900 3,5 0,76 0,525 
d- Dibenzoylarginineblor- 
hydrat ‘ 0,7532 3,6 0,46 0,99 
hectamnaniliiiien — , 1,3360 12,70 1,52 1,58 
desgl. 0,5417 5,15 0,70 0,65 
Guanidinchlorbydrat 0,6777 9,9 0,1 - 
Histidinmonochlorhydrat . 1,4427 ‘10,3 1,77 3,625 
Histidinecarbonat a 5,00 1,70 1,00 
Leucin . 1,1033 4,20 2,11 2,00 
Asparaginsiiure 0,30004 1,075 0,5 1,10 
Glycyl-glycin 0,6334 4,75 1,30 1,12: 
Glutaminsiure 0,7380 2,50 1,281 250 
Ornithinmonochlorhy Diet 0,4012 2,35 0,575 0,983 
Leucyl-glycin 0,7717 4.10 1,275 1,225 
Tryptophan 0,15415 0,70 0,275 0,20 
Prolin 0,5157 2,00 0,9 0,67 
Taurin 0,5109 2,10 0,215 1,05 
Leucin . 1,0732 4,00 2,02 - 
Glutaminsiure 0,76535 2,55 1,17 — 
d-Argininmonochlor- 
hydrat . . . . 0,83345 7,80 1,02 _ 
Arginincarbonat . 0,4361 4,55 1,25 0,128 





man kann die Versuchslésung, die den Indicator in der gleichen 
Konzentration enthalten muB, auf die eingestellte Farbe titrieren, 
d. h. auf ein bestimmtes p,, bringen. Beim Thymolblau habeu 
wir auf p, = 1,2, beim Alizaringelb auf p,, = 11,6 titnert. 
Als TitriergefiBe beniitzten wir Reagenzgliser. Die Konzen- 
tration des Indicators mu8 wihrend der Titration konstant 
erhalten werden, entweder durch nachtriglichen Zusatz oder 


dadurch, daB man Normallésungen beniitzt, die von vornherein 
Indicator enthalten. Wir verwandten 0,2 n-Lésungen und lieben 
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Tabelle 5. 
Titration von Aminoséuregemischen gegen Thymolblau. 
i. 2. 
Kjeldahl | 
eem 
ecm | 
0,1 n-HCl 0,2 n-HC]l 
Leucin .. . Pan 2,66 
Arginin-HCl . . . 2,60 1,595 
ae ee ee 2,0 
Arginin-HCl . — 3,90 1,70 
Arginin-HCl ecg 2,57 
Glutaminséiure. . . . . 1,25 1,50 
a a oe 2,00 
Ornithin-HCi 1,175 1 21 
Glyeyl-glycin .. a 1,78 
Leueyl-glycin . . a 2,05 
Arginin-eHCl . . . . . 0,64 1,715 
OR ge: Ua ee 2,066 
Glutaminsiiure. . . .. 0,85 1,653 
Ornithin-HCl . .. . . 0,784 
a So ea 1,333 
Glutaminsiiure. . . . . 0,85 1,28 
a ee ee 1,5 
Glutaminsiiure. . . .. 0,956 
Arginin-HCl 1,95 2,00 
-eyotepbenm. « . . ss 0,35 
Histidin-H,CO, . . . . 1,25 
Leucin-glycin . 1,025 0,875 
iryptopean. ... . . 0,175 
Histidin-H,CO, ... . 0,625 
Leucyl-glycin . . 0,257 
Arginin-HCl ..... 3,9 0,95 





sie aus Mikrobiiretten zutropfen. Die Versuchslésung und die 
Probe mit Wasser allein wurden auf das gleiche p,, und End- 
volum gebracht. Die Korrektur fiir das Wasser braucht nicht 
jedesmal von neuem bestimmt zu werden. Sondern man 
stellt sich ein fiir allemal eine Kurve her, aus der die Kubik- 
zentimeter 0,2 n-Siure oder Lauge abgelesen werden kénnen, 
die nétig sind, um das bei der Titration der Versuchslisung 
erreichte Kndvolum an Wasser allein auf dasselbe p,, zu 
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Tabelle 6. 


Titration von Aminosdiuregemischen gegen Alizaringelb. 

















: y 
Kjeldahl 
ccm 
eem 
).2 n-Nal 
0,1 n-HCl 0,2 n-NaOH 
Leucin 2,00 
Glutaminsiure . 1,275 2,32 
a ne ee 1,33 
Glutaminsiure. . . |. 0,85 
Arginin-HCl . ° . . . 2,60 1,90 
Tryptophan. . ... . 0,369 
Histidin-H,CO, , 1,053 
Leueyl-glyein . — 1,078 0,65 
Tryptophan. . Se 0,35 
Leucyl-glycin . @<d. J 1,025 
Arginin-HCl . . — 1,951 0,575 
Ornithin-HCl . . . . . 0,783 
Glutaminsaure . ; 1,70 1,925 
Ornithin-HCl . . oo 0,588 
Glutaminsiure . 1,275 
Arginin-HCl! . Se 1,95 1,787 
Leucyl-glyecin .. as i,64 
Leucin ... a 0,8 
Qo. eee - 0,84 1,225 
Arginin-HCl] . . .. . 3,90 
Glutaminsiure. . . . . 1,275 1,775 
Leucyl-glycin . . . . . 1,171 
Leucin ... 0,572 
Taurin .. 0,600 
Arginin-HCl - oe a 2,228 1,20 


bringen. Die Difterenz der beiden Werte ist dann die Menge 
Lauge oder Siiure, die den sauren oder basischen Gruppen 
iquivalent ist. Ist das Molekulargewicht, wie bei den Pro- 
dukten partieller Proteinhydrolysen nicht bekannt, oder liegen 
Mischungen in unbekanntem Verhiltnis vor, so bezieht man 
die Ergebnisse zweckmiBig auf den Stickstoff, indem man be- 
rechnet wieviel saure und basische Aquivalente auf 1 oder 
100 Atome Stickstoff titrierbar sind. Die Lésung des Thymol- 
blaus wurde nach W. M. Clark und H. A. Lubs}?) bereitet, 
und vom Alizaringelb R eine 1°/,ige Lisung verwendet. 
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Die Tabellen 4—7 bringen die Beleganalysen. Bei 
den Versuchen mit Aminosiuren allein haben wir eine Lé- 
sung von bekanntem Gehalt (Stab 1 der Tab. 4) bereitet 
und auBerdem noch den Stickstoff nach Kjeldahl in 5 ccm 
Versuchslésung bestimmt (Stab 2). Der Verbrauch an Kubik- 
zentimeter 0,2 n-Lésungen (Stab 3 und 4) bezieht sich immer 
auf dasselbe Volum von 5ccm. Die Mischungen der Amino- 
siuren wurden aus diesen Stammlésungen bereitet. In dem 
Stab 1 der Tabb. 5 und 6 sind die Anzahl Kubikzentimeter 
0,1 n-Salzsiure angegeben, die bei der Stickstoffbestimmung 
auf die einzelnen Aminosaiuren des Gemisches entfallen. 


Verdauung von Gelatine durch Pepsin—Salzsaure. 


300 ccm einer ungefihr 10°/,igen Lésung von Gelatine 
in 0,1 n-Salzsiure wurden in zwei Hialften geteilt, zur einen 
2g Pepsin in Lamelien (Merck) in 2 ccm 0,1 n-Salzsiure ge- 
lést, zugesetzt und beide 20 Tage bei 38° stehen gelassen. 
Darnach wurde zu der, die kein Pepsin enthielt, die gleiche 
Menge Ferment, das aber durch einstiindiges Erhitzen auf 
100° inaktiviert war, gegeben und beide Proben mit der be- 
rechneten Menge Natronlauge versetzt. Die Bestimmungen 
wurden jeweils in 10 ccm der Lésungen vorgenommen. Der 
Versuch wurde von Dr. Ing. P. von Dobeneck ausgefiihrt. 


Tabelle 7. 


HCl-Gelatine 











Pepsin- Zunahme — 
Gelatine | pro 100 N 








Gesamt-N cem 0,1 n-HCl 65 65 — 
Basische Gruppen (Thymol- 
blau) cem 0,2 n-HCl 2,32 3,03 2,2 
NH,N van Slyke mg 2,85 5,84 3,2 
Formoltitration 
cem 0,2 n- NaOH 1,05 1,85 2,5 


Saure Gruppen (Alizaringelb) : 
ecm 0,2 n-NaOH 1,37 ' 2,10 2,2 
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Die Arbeit wurde mit Mitteln der Notgemeinschaft der 
Deutschen Wissenschaft ausgefiihrt. Wir méchten dafiir auch 
an dieser Stelle unseren Dank aussprechen. 
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Uber chemische und biologische Veranderungen der 
Muskulatur nach éfters wiederhoiter faradischer Reizung. 
1. Mitteilung. 

Von 
Gustav Embden und Herbert Habs. 

Mit 1 Figur im Text. 


(Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft der Deutschen 
Wissenschaft.) 


(Aus dem Institut fiir vegetative Physiologie der Universitat Frankfurt.) 


(Der Redaktion zugegangen am 11. August 1927.) 


Durch im letzten Jahrzehnt angestellte Untersuchungen 
konnten iiber die bereits bekannten anatomischen Unterschiede 
hinaus wesentliche Verschiedenheiten in der chemischen Zu- 
sammensetzung von quergestreiften Muskeln verschiedener 
Leistungsfihigkeit aufgedeckt werden. 

So enthalten z. B. die rasch zuckenden, aber auch rasch 
ermiidbaren hellen Muskeln des Kaninchens und des Huhnes 
wesentlich mehr Lactacidogen als die roten Muskeln der gleichen 
Tierarten, die sich langsamer kontrahieren und zu erheblich 
gréBerer Dauerleistung befihigt sind.) Umgekehrt liegen die 
Verhiltnisse beziiglich der organischen Restphosphorsiiure, deren 
léslicher und unldéslicher Anteil in den schwer ermiidbaren 
roten Muskeln sich in gréBerer Menge findet als in den leicht 
ermiidbaren hellen.*) Die unlésliche Restphosphorsiure ent- 
spricht nach noch unver6ffentlichten Untersuchungen von Sorg 
in ihrer Menge im wesentlichen der Phosphatidphosphorsiiure. 


1) G. Embden u. E. Adler, Diese Zs. Bd. 113, 8.201 (1921); 
G. Lyding, Diese Zs. Bd. 113, S. 223 (1921). 
*) G. Embden u. E, Adler, Diese Zs. Bd. 118, S. 218 (1921). 
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Wenn also in der zu andauernder Leistung besser befiihigten roten 
Muskulatur hiernach mehr Phosphatidphosphorsaéure vorhanden 
ist, so geht aus weiteren Untersuchungen hervor, daB auch der 
Cholesteringehalt verschiedener Muskeln bei ein und demselben 
Tier mit steigender Dauerleistungsfihigkeit der Muskeln zu- 
nimmt; rote Kaninchenmuskeln enthalten dementsprechend 
weit mehr Cholesterin als helle und das besonders andauernd 
tatige Herz iibertrifft in seinem Cholesteringehalt auch die rote 
Muskulatur erheblich.?) 

Die eben erwaihnten Unterschiede in der chemischen Zu- 
sammensetzung beziehen sich auf verschiedenartige Muskeln 
ein und desselben Tieres. Wir wissen nun aber, daB die 
Leistungsfihigkeit eines bestimmten Muskels keine ein fiir 
allemal gegebene GréBe ist, daB sie insbesondere durch Ubung 
auf ein Vielfaches ihres urspriinglichen Wertes gesteigert werden 
kann. Es lag daher nunmehr nahe, Untersuchungen dariiber 
anzustellen, ob sich solche Muskeln, die durch Ubung eine 
gesteigerte Leistungsfahigkeit gewonnen haben, in chemisch- 
anatomischer und in chemisch-physiologischer Hinsicht von 
nichtgeiibten unterscheiden, ob sich also Unterschiede in ihrer 
chemischen Zusammensetzung und im Ablauf der intramusku- 
laren Stoffwechselvorgiinge durch Ubung erzielen lassen. 

Die bisherigen Untersuchungen iiber das Training sind, 
wenigstens soweit sie sich auf das Verhalten des Muskels selbst 
erstrecken, zu einem groBen Teil in erster Linie von ana- 
tomischen Gesichtspunkten ausgegangen, sie haben sich mit 
der Massenzunahme der trainierten Muskeln und den Ver- 
‘inderungen im histologischen Bilde beim Training beschiftigt. 
Hier seien vor allem altere Arbeiten von Morpurgo?) und 
von Schiefferdecker?) erwihnt, von denen der erstere fest- 
stellen zu kénnen glaubte, daB es beim Training nur zx einer 
Zunahme des Sarkoplasmas, nicht zu einer Vermenrung der 
Anzahl der Fasern und Fibrillen komme, wahrend der letztere 


1) G. Embden u. H. Lawaezeck, Diese Zs. Bd. 125, S. 199 (1923). 
*) B. Morpurgo, Virchows Arch. Bd. 150, S. 522 (1897). 
8) P. Schiefferdecker, Deutsche Zs. f. Nervenheilk. Bd. 25, S.1 
(1903). 


° 
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Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLXXI. 








18 Gustav Embden und Herbert Habs, 


neben einer starkeren Plasmavermehrung auch eine geringere 
der Fibrillen beobachten zu kénnen glaubte. 

Von Aalteren Arbeiten, die sich mit den chemischen 
Anderungen beim Training beschiftigen, seien zuerst jene von 
Rogozinski}) und von Gerhartz”), die beide aus dem Zuntz- 
schen Institut stammen, genannt. Diese Autoren stellten ihre 
Untersuchungen an Hunden unter Vergleichung der Muskeln 
trainierter Tiere mit denen untrainierter Kontrolltiere an, nur 
in einigen Versuchen amputierte Gerhartz auf der Hohe des 
Trainings ein Bein und verglich es erst nach langerer Ruhe- 
pause, als bereits Verlust des Trainings eingetreten war, mit 
dem der anderen Seite. Die wesentlichsten Verinderungen, 
welche Gerhartz an der Muskulatur selber beobachtete, be- 
standen in einer Vermehrung der Trockensubstanz, des Ge- 
samtstickstoffs und des léslichen (NichteiweibB-) Stickstoffs auf 
der trainierten Seite, wahrend der Fettgehalt hier meist ver- 
mindert war. Auch Rogozinski hatte bereits die Vermehrung 
der Trockensubstanz festgestellt; itibrigens sind die von ihm ge- 
wonnenen Ergebnisse an im ganzen 4 Hunden wenig gleich- 
artig, was wohl daran lag, daB die Versuchstiere gar zu ver- 
schieden in ihrer Beschaffenheit waren. 

Auf breiter Grundlage stellten Kiilbs und Berberich®) 
— ebenfalls unter Verwendung von Kontrolltieren — Unter- 
suchungen iiber das Training an. Wir wollen hier nur auf 
diejenigen Verinderungen eingehen, die sie an der Muskulatur 
selber fanden. Sie konnten vor allem eine Gewichtszunahme 
und eine stirkere Rotfirbung der Skelettmuskeln auf der trai- 
nierten Seite beobachten. In mehreren Hundeversuchen war 
das Verhalten der Trockensubstanz und des Fettes wechselnd; 
der Stickstoffgehalt in den Muskeln der trainierten Tiere war 
geringer als in den der untrainierten. Am Herzen verhielten 
sich Trockensubstanz und Stickstoff wechselnd, wihrend das 





1) F. Rogozinski, Biochem. Zs. Bd. 1, S. 207 (1906). 

2) H. Gerhartz, Pfliigers Arch. Bd.133, S. 397 (1910). 

8) F. Kiilbs u. F. M. Berberich, 13. Flugschrift d. Deutsch. Ges. 
f. Ziichtungskunde, Hannover, Schaper 1910; F. Kiilbs, Deutsche med. 
Ws., Jg. 1912, Nr. 41. 
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Fett vermindert, das Phosphatid etwas vermehrt war. An 
Schweinen von den gleichen Autoren unternommene Versuche 
lieferten unregelmiBige Ergebnisse. 

In neuerer Zeit sind namentlich im Zusammenhang mit 
der Entwicklung der Sportsphysiologie zahlreiche Untersuchungen 
iiber das Verhalten des Blutes, des Herzens, und des Gesamt- 
organismus bei starker sportlicher Leistung im trainierten und 
untrainierten Zustande angestellt worden. Wir verzichten darauf, 
auf diese Untersuchungen einzugehen, da sie sich nicht un- 
mittelbar auf das Verhalten des Muskels selbst beziehen, das 
den ausschlieBlichen Gegenstand der vorliegenden Untersuchung 
bildet. 

Methodisches. 

Die wesentlichste Schwierigkeit bei vergleichenden Unter- 
suchungen iiber das Verhalten des trainierten und des un- 
trainierten Muskels besteht darin, daB die gleichen Muskeln 
verschiedener Tiere von vornherein sich durchaus ungleich 
verhalten kénnen. Wir haben daher davon abgesehen, mit 
Kontrolltieren zu arbeiten, sondern stets nur die rechte und 
die linke Seite eines und desselben Tieres verglichen, wobei 
wir unsere Untersuchungen im wesentlichen auf einen einzigen 
Muskel, den hellen Musculus biceps femoris des Kaninchens 
beschriinkten. 

In einer gréBeren Anzahl von Kontrollversuchen iiber- 
zeugten wir uns davon, da ohne besondere Vorbehandlung 
sich die beiderseitigen gleichartigen Muskeln iiberaus ahnlich 
verhalten, sie zeigen gleiche Farbung, gleichen Wassergehalt 
und einen Glykogengehalt, der nur innerhalb ganz enger 
Grenzen verschiedenartig ist. Auch das biologische Verhalten 
des aus den beiderseitigen lebensfrischen Muskeln gewonnenen 
Breis ist, wie aus der vorliegenden und mehr noch aus der 
nachfolgenden Mitteilung hervorgeht, ein tiberaus ahnliches. 

Wir haben nunmehr versucht, den einen Kaninchen- 
schenkel, insbesondere den einen Musculus biceps femoris, ohne 
Mitbeteiligung des anderen durch lingere Zeit fortgesetzte 
Ubung in einen Zustand erhdhter Leistungsfihigkeit zu ver- 
setzen. 


9 * 
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Wir gingen hierbei in der Art vor, da8 wir tiglich wihrend kurzer 
Zeit den rechten Biceps femoris am ungefesselten Kaninchen vom Nervus 
ischiadicus aus durch faradische Reizung in kriiftige Kontraktionen 
versetzten. Die eine Elektrode bestand aus einer kleinen Messingplatte 
von 3qem Fliache, die mit einem feucht gehaltenen Tuch iberzogen 
war, die andere aus einer ebenfalls mit feuchtem Tuch tiberzogenen 
Messingplatte von 20 qem Fliche. 

Bei der Reizung wurde die kleinere Elektrode auf die geschorene 
Haut tiber der Austrittsstelle des Nervus ischiadicus aus dem Becken 
aufgesetzt, so daB dieser Nerv durch kriftige Stromschleifen getroffen 
wurde, die indifferente Elektrode lag entweder auf dem Abdomen oder 
an der lateralen Seite der Kniebeuge. Der faradische Strom wurde 
60 mal in der Minute durch einen in ihn eingeschalteten Metronom- 
unterbrecher unterbrochen, so da8 60 kurze Tetani pro Minute ent- 
standen. 


Die tagliche Reizzeit betrug in den ersten Versuchen meist etwa 
10 Minuten, spiiter sahen wir, daB man sie ohne Anderung des Versuchs- 
ergebnisses wesentlich abkiirzen kann, so dab nur mehr 3—5 Minuten 
tiglich gereizt wurde. 

In einer gréBeren Anzahl von Versuchen wurde die Reizung wiih- 
rend mehrerer (2—6) Wochen fortgesetzt, wobei sich die Tiere mehr 
und mehr an sie gewdhnten, so daB sie schon nach wenigen Tagen 
wihrend der Faradisierung ruhig liegen blieben. Vor der Tétung 
blieben sie regelmaBig 3—4 Tage in Ruhe, um die unmittelbare Wirkung 
der letzten Reizung abklingen zu lassen. Zur médglichsten Einschrin- 
kung der spontanen Bewegungen wurden die Kaninchen in ziemlich 
engen Stillen ohne Auslauf gehalten, in allen spiteren Versuchen waren 
die Tiere isoliert. Sie wurden wiahrend der ganzen Versuchszeit reich- 
lich ernihrt. Das Hauptfutter bestand aus Hafer, dem je nach der 
Jahreszeit Griinfutter, Riiben oder Heu zugefittert wurde. 

Weitere methodische Angaben sind zu Beginn der einzelnen Ab- 
schnitte gemacht. 


Bei der unaufléslichen Verbindung, die wihrend des 
Lebens und in abnehmendem MaBe auch noch wihrend des 
Absterbens zwischen kolloidchemischen Vorgingen einerseits 
und chemischen Prozessen andererseits besteht!), lag es von 
vornherein im Plane unserer Arbeit, nicht nur die chemische 
Zusammensetzung der trainierten und untrainierten Muskulatur 
vergleichend zu untersuchen, sondern mehr noch die biologische 





1) Vgl. hieriiber namentlich: G. Embden u. H. Jost, Diese Zs. 
Bd. 165, S, 224 (1927). 
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Leistungsfahigkeit des aus lebensfrischer trainierter und un- 
trainierter Muskulatur gewonnenen Breis miteinander zu ver- 
gleichen. 

Als wir unsere Versuche begannen, war die Methodik 
dieser biologischen Priifung weit weniger ausgebildet als spiter, 
und so erklirt es sich, daB die wichtigsten Anderungen, die 
unter der Kinwirkung des 'l'rainings im biologischen Verhalten 
der Muskulatur eintreten, erst in der zweiten Mitteilung be- 
schrieben werden. 

Die erste Frage, der wir nachgingen, war folgende: Tritt 
unter der Einwirkung ofters fortgesetzter Ubung eine Vermeh- 
rung der Fahigkeit des aus lebensfrischer Muskulatur ge- 
wonnenen Breis zur ional bedingten Synthese von Hexose- 
phosphorsiure ein? Wir gingen hierbei von der gerade an 
der weiBen Muskulatur von Kaninchen friihzeitig gemachten 
Beobachtung aus, daB nach ermiidender Muskeltiitigkeit die 
Menge der organischen Phosphorsiiure auf Kosten des Lact- 
acidogens zunimmt?), als Zeichen der Ermiidung also die von 
vornherein so vollkommen reversible Resynthese des im 
Kontraktionsmoment gespaltenen Lactacidogens unvollkommen 
wird. Aus kiirzlich veréffentlichten Untersuchungen von Emb- 
den und Jost, und mehr noch aus unverdffentlichten H. J. 
Deutickes geht hervor, daB gerade in der Synthesefahigkeit 
des Muskelbreis unter bestimmten ionalen Bedingungen der 
jeweilige Zustand der Begleitkolloide des Lactacidogenfermentes 
zum Ausdruck kommt. 

Unsere Versuche wurden folgendermafen angestellt: 

Unmittelbar, nachdem die Tiere durch Nackenschlag und daran 
anschlieBende Entblutung aus den HalsgefiiBen getitet waren, wurde 
die Haut unter Mithilfe von Assistenten mit gréB8ter Beschleunigung 
abgezogen und die beiderseitigen Bicepsmuskeln herauspripariert. Sie 
wurden gleichzeitig auf einer von unten eisgekiihlten Glasplatte mittels 
Schere griindlich zerkleinert und aus jedem der Muskeln ein méglichst 
gleichmiBig durchmischter Brei hergestellt. 

Nunmehr kamen je etwa 1—1,5 g in hohe, mit Schiffdeckel ver- 
sehene Wigeglischen von mindestens 20 ccm Fassungsvermégen, die je 





1) G.Embden, E. Schmitz u. P. Meincke, Diese Zs. Bd. 113, 
S. 10 (1921). 
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genau 6 ccm verschiedenartiger Fliissigkeiten enthielten und mit der 
Fliissigkeit analytisch gewogen waren. Die GefiBe, die der Bestimmung 
der sofort im Brei vorhandenen Phosphorsaure (A)!) dienten, enthielten 
4°/,ige Salzsiiure, weitere (B) Natriumbicarbonatlésung von 2°/,, ein 
drittes die gleiche Lésung unter Zusatz von 0,4°/, Glykogen (C). Die 
drei letzten GefiBpaare enthielten die gleiche Fliissigkeit und auBer- 
dem Natriumfluorid in den Konzentrationen m/2 (D,), m/10(D,) und 
m/80 (D,). 

Der Muskelbrei wurde nicht sofort in die Fliissigkeit versenkt, 
sondern zunichst an die GefaBwand oberhalb der Fliissigkeit angeklebt 
und erst nach Beschickung simtlicher GefaBe durch geeignete klopfende 
und schiittelnde Bewegungen in allen GefiBen praktisch gleichzeitig in 
innige Beriihrung mit den Fliissigkeiten gebracht. Nunmehr wurde zur 
Ermittelung der genauen Menge der verwandten Muskulatur so rasch 
wie moéglich eine zweite analytische Wagung vorgenommen und die Ge- 
fiBe C und D bei Zimmertemperatur wihrend 3 Stunden aufbewabhrt. 

Nach dieser Zeit wurden die Versuche C und D durch Zusatz von 
je 6cem 4°/,iger Salzsiure unterbrochen und bald danach die Fillung 
nach Schenck durch Hinzufiigen der gleichen Menge 5°/,iger Queck- 
silberchloridlésung beendet. Die Ansitze A, in denen die zu Versuchs- 
beginn im Brei vorhandene anorganische Phosphorsiiure bestimmt werden 
sollte, wurden zunichst mit 6 cem Wasser verdiinnt und alsdann zu der 
salzsauren Lésung je 6 ccm Quecksilberchloridlésung von der eben ge- 
nannten Konzentration hinzugefiigt. Die B-Versuche schlieBlich blieben 
2 Stunden bei 42° und wurden nach dieser Zeit in der gleichen Weise 
wie die C- und D-Versuche unterbrochen. 

Simtliche Ansiitze blieben iiber Nacht stehen, wobei zu Beginn 
éfters umgeschiittelt wurde. Am nichsten Tage wurde filtriert und an 
genau gemessenen aliquoten Anteilen der Filtrate in 6fters geschilderter 
Weise?) die anorganische Phosphorsiure als Strychninphosphomolybdat 
bestimmt. Fiir die C- und namentlich fiir die D-Versuche wurde die 
Filtratmenge recht groB gewihlt (etwa 13 ccm), wihrend fiir die A- und 
B-Bestimmungen je etwa 5 cem geniigten. 


In Fig. 1 ist das Ergebnis eines derartigen Versuches 
graphisch dargestellt. Die gewonnenen Phosphorsiurewerte 
sind fiir das trainierte Bein (T) in voéllig geschwirzten, fiir das 


1) Nach neuerlich von Eggleton [Biochem. Zs. Bd. 21, 8S. 190 
(1927)] erhobenen Befunden kommt in der A-Bestimmung neben der von 
vornherein vorhandenen anorganischen Phosphorsiiure auch die ,,Phos- 
phagen“phosphorsiiure voll zum Ausdruck. 

2) Vel. z.B. G. Embden u. H. Lawaczeck, Biochem. Zs. Bd. 127, 
S. 181 (1922); G. Embden, Diese Zs. Bd. 113, S. 138 (1921). 
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untrainierte (U) in schraffierten Stiben dargestellt. Man sieht, 
daB in diesem Falle die Menge der von vornherein vorhandenen 
Phosphorsaure (einschlieBlich Phosphagenphosphorsaure) (A) auf 
der trainierten und auf der untrainierten Seite nahezu gleich 
war. Der B-Wert erreicht auf der nicht trainierten Seite 
einen héheren Wert als auf der trainierten, was, wie gleich 
hier bemerkt sei, regelmaBig beobachtet wurde. Im C-Versuch, 


versuaAsfemperatur 719° 


VersuAsdauer 3 Std 
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Sofort 2%NaH(0; 2%NeHCO;, "2 Mp "'g0 
eSta bei 42° 404), | —— — 
Giykogen Walkt+2%NaH(0;7t 04% Olykoger 








der bei Zimmertemperatur unter Zusatz von 2°/,iger Bicarbonat- 
lésung und von 0,4°/, Glykogen angestellt war, findet beider- 
seits ein starkes Absinken der Phosphorsiiure statt, auf der 
trainierten Seite noch weitaus stirker als auf der untrainierten. 

In den ebenso, aber unter Zusatz von Fluorid ver- 
schiedener Konzentration angestellten Versuchen verschwand 
beiderseits weitaus der gréBte Teil der Phosphorsiure, wobei 
das Maximum der Synthese in m/10-Fluorid erreicht wurde. 

Kin irgend erheblicher Unterschied in der Synthesefihig- 
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keit des Breis aus der geiibten und der ungeiibten Muskulatur 
war jedoch nicht erkennbar. Das letztere Ergebnis konnte in 
weiteren Versuchen immer wieder bestatigt werden!), und 
unsere urspriinglich gehegte Hoffnung, daB sich im frischen 
Muskelbrei Unterschiede in der Synthesefihigkeit auf der 
trainierten und untrainierten Seite zugunsten der ersteren auf- 
finden lassen wiirden, erfillte sich also nicht. 

Dagegen wurde unsere Aufmerksamkeit auf das Ergebnis 
der B- und der C-Versuche gelenkt. Die auffillige und des 
dfteren bestitigte Tatsache, daB unter den Bedingungen des 
B-Versuchs auf der trainierten Seite weniger Phosphorsiure 
gebildet wurde, und unter denen des C-Versuchs entweder das 
gleiche eintrat, oder wie in dem eben besprochenen Falle auf 
der trainierten Seite mehr Phosphorséiure verschwand, brachte 
uns auf den Gedanken, da auf der trainierten Seite eine be- 
stimmte synthesebegiinstigende oder spaltungshemmende ionale 
Einwirkung auf den Lactacidogenweshsel in héherem MaBe 
zur Geltung kommen kénnte, als auf der nicht trainierten 
Seite. 

In einer aus dem hiesigen Institut veréffentlichten Arbeit 
hatte H. J. Deuticke?’) festgestellt, daB ein derartiges im 
Muskelstoffwechsel selbst gebildetes synthesebegiinstigendes Ion 
das Anion der Milchsiure ist, und wir untersuchten nunmehr 
zunichst, ob etwa unter den Bedingungen des B-Versuchs, 
also bei 2 stiindigem Stehen des Muskelbreis in 2°/, iger Natrium- 
bicarbonatlésung und bei einer Temperatur von 42°, im Brei 
der trainierten Muskulatur mehr Milchsdure entstiinde, als in 
dem der untrainierten. ‘T'atsichlich ergaben sich hier auBer- 
ordentlich starke Unterschiede. In dem soeben besprochenen 
Versuche stieg z. B. im Brei aus trainiertem Mukel der Milch- 
siuregehalt auf 1,62°/,, in jenem aus der untrainierten Musku- 
latur hingegen nur auf 1,05°/, an. 





1) Wir kénnen um so mehr auf eine Schilderung dieser Versuche 
im einzelnen verzichten, als das gleiche Ergebnis aus zahlreichen weiteren 
Untersuchungen die in der nachfolgenden Mitteilung von Habs _ be- 
schrieben sind, hervorgeht. 

*) H. J. Deuticke, Diese Zs. Bd. 141, S. 196 (1925). 
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Tabelle 1. 
Milchsiurebildungsvermégen. 
i}et &© F«€ F & Ts 7 8 
+ | Milchsiiureendwert 
5 Z £3 | nach dem 2 stiind. 
2 oa = 3 Stehen bei 42° Gly- |Trocken- 
2 ) Datum a4 oe | 
= S eS eer kogen |substanz 
m2 = “ & Jin 2°/,ig.;| ohne 
S a by he NaHCO, Zusatz 
. — *, | *, dP 0 
, 9 | 27.1. T 1,78 | 1,21 sn 26,1 
Q 1926 U 1,25 1,07 7 25,6 
> | 11 | 15. 12 ' 1,62 — wee 25,2 
. 9 1926 U i a ee 24.8 
. 12 9. 2. ‘ 1,74 | 1,16 1,10 25,4 
9) 1926 U 1,14 | 0,97 0,46 25,3 
+ hi ‘. 2 T — | 088 2.17 24.3 
fe) 1926 U 0,74 0,80 23,7 
; 15 13. 3. T 1,70 1,14 1,97 23.6 
vo | ’ 
Q 1926 U 0,89 0,86 0,76 23,0 
18 25. 3. T 1,76 | 0,99 2.00 24.5 
6 ; e. ’ 
9 | 1926 U | 0,93 0,85 0,62 24,2 




















In einer Reihe von weiteren Versuchen wurde stets 
der gleiche Befund erhoben, wie aus Tab. 1 hervorgeht. In 
der Vertikalreihe 5 dieser Tabelle sind fir jeden einzelnen 
Versuch die in Bicarbonatlésung bei 42° erreichten Milch- 
siureendwerte angegeben, jeweils in der ersten Horizontalreihe 
der fiir die trainierte (T) und in der zweiten der fiir die un- 
trainierte (U) Muskulatur erhaltene Wert. Man sieht, wie 
auBerordentlich viel héher dieser Milchsiurewert ausnahmslos 
auf der trainierten Seite ist. Versuch 2 ist der eben bereits 
besprochene, in Fig. 1 graphisch dargestellte. 

Die in Vertikalreihe 6 wiedergegebenen Zahlen beziehen 
sich auf den gleichen Muskelbrei, der ohne irgendwelchen Zu- 
satz wiihrend 2 Stunden bei 42° stehen blieb. Man sieht, daf 
die hier gewonnenen Werte iiberall niedriger waren, als in den 
Versuchen mit Zusatz von Bicarbonatlisung, doch war der 
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Unterschied gegeniiber den Bicarbonatversuchen auf der nicht 
trainierten Seite zum Teil (vgl. Versuche 5 und 6) nur gering- 
fiigig, sehr viel stirker auf der trainierten Seite. Auf der 
letzteren iibertrifft der erreichte Milchsiureendwert jenen der 
untrainierten Seite tiberall ganz deutlich. 


Ausnahmslos war, wie aus Stab 8 hervorgeht, die Menge 
der Trockensubstanz auf der trainierten Seite gréBer als auf 
der untrainierten, wobei freilich in Versuch 8 die Unterschiede 
innerhalb der Fehlergrenze der Bestimmung blieben. 


Die soeben besprochene gesteigerte Milchsaiurebildungs- 
fahigkeit des Breis aus trainierter Muskulatur fiihrte unmittel- 
bar zur Frage nach ihrer Herkunft. Von vornherein erschien 
es angesichts der GréBe der Unterschiede als wahrscheinlich, 
daB es sich hier um eine Vermehrung des Glykogens handele, 
um so mehr, als sich Anhaltspunkte fiir eine Lactacidogen- 
vermehrung nicht gefunden hatten. Wir haben daher in einer 
groBen Anzahl von Fallen sowohl im trainierten wie im un- 
trainierten Musculus biceps femoris den Glykogengehalt fest- 
gestellt. 

Hierbei wurde das Glykogen nach dem Prinzip der Bangschen 
Mikromethode im wesentlichen in der von J. Weber’) aus dem hiesigen 
Institut kiirzlich beschriebenen Weise bestimmt, mit dem Unterschiede, 
da8 wir die Muskulatur sofort nach dem Tode in fliissiger Luft zerkleinerten 
und erst dann mit heifer Kalilauge aufschlossen. Ferner wurde in 
allen spiteren Versuchen in der nach der Hydrolyse des Glykogens ge- 


wonnenen Endlésung der Zucker nicht nach Bang, sondern nach 
Hagedorn-Jensen’) bestimmt. 


In Reihe 7 der Tab. 1 sind fiir die Versuche 83—6 die 
am frischen Brei aus trainierter und untrainierter Muskulatur 
gewonnenen Glykogenwerte angegeben. Man sieht, daB in 
allen 4 Versuchen der Glykogenwert im trainierten Biceps 
mehr als doppelt so gro8 ist als im untrainierten, in Versuch 6 
mehr als 3mal so grobB. 





1) J. Weber, Diese Zs. Bd. 145, S. 101 (1926). 


®) H.C. Hagedorn u. B. N. Jensen, Biochem. Zs. Bd. 135, 8. 46 
(1923). 
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Tabelle 2. 
Glykogengehalt nach oft wiederholter Faradisierung. 
2 3 4} 5 | 6 | 7 8 9 
Glykogengehalt in °/, =a 
; lo 
ic 3 Datum 5 2 ee £4 27 3 2 32 ee 
Z $ eZ Se) uh SE 22leegl ae 
Pie ES/3¢/82 (Bbsss|83 142 
. eg  |ee|a. |\aegan| em | ot 
S |SgZiASISEMG |S (34 
| re, | gj 
7 | 249 ] 17. 6. 26 | 2,04 | 0,75 | 1,29 72 23,4 | 22,8 
8 | 28g] 29. 6. 26 | 1,77 | 0,67 | 1,10 164 23,5 | 23,5 
9 | 298 . 7.26 | 1.58 | 0,82 | 0,76 | 93 23,1 | 23,3 
10 30g | 21. 7. 26 | 1,42 | 0,68 | 0,74 | 109 23,9 | 23, 
11 | 409 | 12.10. 26 | 1,25 | 056 | 0,69 | = 123 23.0 | 22, 
2 | 41g | 19.10. 26 | 2,15 | 1,75 | 0,40 | 23 22,8 | 22, 
13 | 4292 | 25.10. 26 | 1,22 | 0,56 | 0,66  ~=118 25,3 | 25, 
14 | 509 | 13.11. 26 | 1,82 | 0,84 | 098 | 117 24,8 | 24, 
15 639 | 12. 2. 27 | 1,39 | 0,59 | 0,80 | 136 - 
16 | 649 | 18. 2.27 | 1,26 | 0,70 | 0,56 | 80 — | — 
7 | 6992 | 27. 4. 27 | 1,02 | 0,42 | 0,60 143 = - 
is | 719 | 16. 3. 27 | 1,73 | 0,52 | 1,21 233 - wn 
19 | 73¢ 5. 4.27 | 1,42 | 0,64 | 0,78 122 —_ | — 














In Tab. 2 ist das Ergebnis einer weiteren gréBeren An- 
zahl von Glykogenbestimmungen am trainierten und un- 
trainierten Biceps wiedergegeben. In all diesen Versuchen 
wurde die tiagliche Faradisierung wihrend mehrerer Wochen 
fortgesetzt und die Glykogenbestimmungen etwa 3—4 Tage 
nach der letzten Faradisierung vorgenommen. Man sieht, dab 
ausnahmslos der Mehrgehalt des trainierten Muskels an Gly- 
kogen ein sebr betriichtlicher ist (vgl. Stabe 4 und 5), wobei 
die auf die Muskulatur berechnete Zunahme mit 1,29°/, in 
Versuch 7 am gréBten ist, wihrend der aus Stab 7 ersichtliche 
Mehrgehalt des trainierten Muskels in Prozenten des im nicht 
trainierten Muskel gefundenen Glykogens in Versuch 18 mit 
233 °/, den Hochswert erreicht. Der Mehrgehalt des trainierten 
Muskels an Trockensubstanz wurde ebenso wie in den Ver- 
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suchen der Tab. 1 auch hier mit einer einzigen Ausnahme 
(Versuch 9) festgestellt. 























Tabelle 3. 
Vergleichende Glykogenbestimmungen an nicht vorbehandelten 
Kaninchen. 
11,494 2 {15 f]e6f|7t{]si{o9 
ae Trockengehalt 
: . Glykogengehalt in °/, in °/, 
A a | 
a = S Ss Hien a a hl fg 
= © 2 NE SIS B 2 
|] | Pew [22/23 /sszieebsle2 | is 
» > SM} S41 oD] ho WE 2 wd | od 
wm — m7 o> toes Dm | —t mM 
>| « 28\/ee le sl2, Sel eal es 
m . - ans! | 
20 | 32g | 23. 6. 26] 0,69 | 0,75 | 0,06 9 22,76 | 22,71 
21 | 339 | 23. 6. 26] 0,79 | 0,84 | 0,05 6 22,00 | 22,28 
22 | 349 | 24. 6. 26] 0,57 | 0,51 | 0,06 12 23,24 | 23,26 
23 | 51Q | 21.10. 26 | 0,56 0,48 | 0,08 17 23,81 | 23,77 























Da8B ohne vorhergegangene Faradisierung der Glykogen- 
gehalt des rechten und linken Musculus biceps femoris ein 
iiberaus ihnlicher ist, geht aus Tab. 3, Stab 4 und 5, hervor. 
Die hiéchste beobachtete Differenz betrug 0,08°/, berechnet 
auf die Muskulatur, und 17°/, bezogen auf den niedrigeren 
beobachteten Wert. Wir miissen hierbei die Frage offen 
lassen, ob es sich hier um wirklich in der Muskulatur vor- 
handene Differenzen oder um unvermeidliche Fehler unserer 
Bestimmungsmethode handelt. Aus den Stiben 8 und 9 dieser 
Tabelle ist die nahe Ubereinstimmung des Trockengehalts der 
beiderseitigen Muskeln ersichtlich. 

In einer weiteren Reihe von Versuchen suchten wir Auf- 
schluB dariiber zu gewinnen, wie rasch die Steigerung des 
Glykogengehaltes eintritt, d.h., wie oft man die tigliche Rei- 
zung durch jeweilig 3—5 Minuten lange Faradisierung zur Er- 
zielung dieser Steigerung wiederholen muf. In den Ver- 
suchen 24—34 (Tab. 4) steigt die Zahl der Trainingstage von 
1—15 an. Man sieht aus Versuch 24, daB nach einmaliger 
Reizung mit nachfolgender dreitigiger Ruhepause sich noch 
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Tabelle 4. 


Eintritt der Glykogenvermehrung. 
Reizung tiglich 3—5 Minuten. 





















































1 2 3 4 5 | 6] tT] 8 9 | 10 
Glykogengehalt in °/, aa 

io a SE Sane Carey speerne a= - ~ 
e]2 | ¢ | 218 |ag!2 (82388 | 8 | a3 

3 | & & 3 | s2| 23 | a [22 a] s2 | =3 
els] A | 2) 98) 35 | sd |ge°34] 22 | 34 

an S152 ae| 2g |wstsel is | as 

= S| oO | B'S nave = 2 

CT (| S'S | As aE - | Ee 

24 | 21 gf] 24. 4. 26 1 | 0,85 | 0,88 | 0,02 2 24,1 | 24,8 

25 |} 27Q1] 9. 6. 26 2 | 0,57 | 0,48 | 0,09 19 24,5 | 24,5 

26 | 25 9 | 18. 5. 26 3 10,95 | 0,78 | 0,17 22 23,6 | 23,1 

27 | 262] 20. 5.26 | 3 | 0,40 | 0,23 | 0,17 74 22.9 | 23,2 

eg 12391] 10. 5.26 | 5 | 1,16 | 0,69 | 0,47 68 | 22,7 | 23,0 

29 | 48g] 11. 10. 26] 7 | 0,67 | 0,39 | 0,28 12 22,0 | 22,5 

30 | 229] 14. 5. 26 | 10 | 0,59 | 0,37 | 0,22 59 23,3 | 23,0 

| 31 | 43 9 | 18. 10. 26] 12 | 1,42 | 0,65 | 0,77 118 22.8 | 22,2 
32 | 54 ft] 18. 11. 26] 14 | 1,33 | 0,65 | 0,68 105 24,8 | 25,0 
33 | 72 ft | 24. 3.27 | 14 ] 1,17 | 0,56 | 0,61 | 109 —_ _ 

34 | 67 Q | 26. 2.27 | 15 | 1,82 | 0,61 | 1,21 | 199 — — 


| kein Mehrgehalt an Glykogen beobachten lat. Auch der nach 
zweimaliger Faradisierung gefundene Mehrgehalt liegt ebenso, 
wie der eine der beiden nach 3 Tagen beobachtete, noch dicht 
an der Fehlergrenze der Bestimmung, wihrend der zweite Ver- 
such mit dreimaliger Faradisierung schon zu einem sehr er- 
heblichen Anstieg des Glykogengehaltes fiithrt (Versuch 27). 
Der gré8te Anstieg wurde in Versuch 34 (15 malige Wieder- 
holung der Faradisierung) beobachtet. Im iibrigen kann von 
einem strengen Parallelismus zwischen der Zahl der ,,Arbeits“- 
tage und dem Grade der Steigerung des Glykogengehalts nicht 
die Rede sein, wenngleich es auffallig ist, daB Werte von mehr 
als 1°/,, die in den Versuchen der Tab. 1 und 2, in denen die 
Faradisierung durch mehrere Wochen fortgesetzt wurde, aus- 
nahmslos zur Beobachtung gelangten, bei weniger als 12 maliger 
Faradisierung nur einmal (Versuch 28, 5 Arbeitstage), bei 
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12 maliger oder 6fterer Faradisierung dagegen ausnahmslos 
gefunden wurden. Anscheinend ist durch 12 malige Faradi- 
sierung an 12 aufeinander folgenden Tagen der volle Betrag 
der Glykogenvermehrung erreichbar. 


Tabelle 5. 


Eintritt der Glykogenvermehrung. 
Reizung tiglich etwa 30 Minuten. 












































1 2 3 4 5 | 6 | 7 | ~ 9 10 
Trockengehalt 

Glykogengehalt in °/, a 

rz .: i in lo 
2/2 ]2¢ 2/8 (4818 3238 |s | 43 
5) ~ = mm | a (Le6 om mH m  “p 
s 1 ‘se $ Seo eS | 78 Sasso] 2s = 
2 a C2 = Sai as ne’ (5° 2821's 2 ss 
5 1% 4 |28/22|88 Seef82|23 13% 
> a SES (a8) 25 |esFSs FE as 
aa ~~ © HS mee — ow 
nN i TQ oI 4 a at we Mm m 
1926 £ 22/65 (2222 |2 | 2 
35 | 496115. 10.] 1 | 0,51 | 0,34 | 0,17 50 21,4 | 21,6 
36 |529]23. 10-] 1 | 0,86 | 0,78 | 0,08 10 23,1 | 23,6 
37 | 35g] 5. 7. | 4 | 1,64 | 0,86 | 0,78 91 23,5 | 23.8 





Wie wir eben bereits erwihnten, wurde in den Versuchen 
der Tab. 4 die tigliche Reizung nur waihrend 3—5 Minuten 
vorgenommen, in Tab. 5 sind die Ergebnisse einiger weniger 
Versuche niedergelegt, in denen die tiigliche Reizzeit auf etwa 
30 Minuten gesteigert wurde, soweit die kleine Versuchszahl 
ein Urteil gestattet, mit positivem Ergebnis. In Versuch 35, 
in dem nur ein einziges Mal 30 Minuten lang faradisiert wurde, 
betrug der 3 Tage spiter ermittelte Glykogengehalt auf der 
faradisierten Seite 0,51 °/,, auf der nicht faradisierten 0,34 °/, 
und die auf die frische Muskulatur bezogene Differenz von 
0,17 °/, tibertrifft den gré8ten in Kontrollversuchen an unvor- 
behandelten Tieren beobachteten Unterschied (siehe Tab. 3, 
Versuch 23) um mehr als das Doppelte. Ein zweiter gleich- 
artig angestellter Versuch (Versuch 36) ergab zwar ebenfalls 
einen Mehrgehalt an Glykogen auf der faradisierten Seite, 
doch liegt hier der Unterschied innerhalb der Fehlergrenze 
der Bestimmung, wahrend aus Versuch 37, in dem auf der 
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faradisierten Seite bereits nach 4 maliger je etwa 30 Minuten 
lang durchgefiihrter Reizung der Glykogengehalt auf 1,64 °/, 
angestiegen war, die gréBere Wirksamkeit der energischeren 
Reizmethode hervorzugehen scheint. 

Wir haben bisher den Anstieg des Glykogengehalts in 
dem 6fters faradisierten Musculus biceps femoris ohne weiteres 
als den Ausdruck eines Trainings angesehen, miissen aber zu- 
geben, daB der strenge Beweis, daf8 wirklich ein Trainings- 
erfolg eingetreten war, nicht erbracht wurde und unter den 
Bedingungen dieser Arbeit auch wohl kaum erbracht werden 
kann. Daf sich in mehr als einer Hinsicht eine hdhere 
Leistungsfahigkeit durch hiufige Faradisierung erreichen 1aiBt, 
geht vor allem aus der auf diese folgenden Mitteilung hervor, 
in der erhebliche Unterschiede im biologischen Verhalten des 
geiibten und des nicht geiibten Muskels zugunsten des ersteren 
aufgedeckt werden konnten. 

Kine Eigentiimlichkeit des Trainings besteht darin, dab 
die durch Ubung erzielte Steigerung der Leistungsfihigkeit 
nach dem Aufhéren der Ubung allmihlich wieder verloren 
geht. Wir haben dementsprechend festzustellen versucht, ob 
und innerhalb welcher Zeit der, wie wir glauben méchten, fiir 
das Training charakteristische Anstieg des Glykogengehaltes 
nach dem Aufhéren der Ubung wieder verschwindet. 

Eine gréBere Zahl derartiger Versuche ist in Tab. 6 zu- 
sammengestellt, wobei in Stab 4 die Zeit, die von der letzten 
Faradisierung bis zur Vornahme der Glykogenbestimmung ver- 
strich, in Wochen angegeben ist. Zu den Versuchen 38, 39, 
40 und 42 wurden sehr dlnliche Kaninchen vom gleichen Wurf 
verwendet, die Faradisierung wurde bei diesen Tieren so gleich- 
artig wie méglich wihrend 12 Tagen ausgefihrt. Das zu Ver- 
such 88 benutzte Tier wurde eine halbe Woche nach der 
letzten Faradisierung, also zur gleichen Zeit wie alle bisher 
besprochenen Kaninchen untersucht, es zeigte dementsprechend 
auf der faradisierten Seite einen Glykogengehalt von 1,42°/, 
gegeniiber 0,65 °/, auf der nicht faradisierten Seite.’) In Ver- 





1) Dieser Versuch ist bereits als Versuch 31 (Tab. 4) beschrieben 
und deswegen in der Tab. 6 eingeklammert. 
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Tabelle 6. 
Verschwinden der Glykogenvermehrung. 

ine 3 |4{[5j]6]7] 8 | 9 | 10 

” Glykogengehalt in °/, ae ae 
' ‘ 2 in °/, 

Be 7. o 75} ae _ 
= ae 3 18 lasles/8838 | 8 a5 
= ° = m2 = a. a3 oy C te b= ty td 
° id a a0 on | ~ Slagle omen @©f _ 
= ° =| 4 @ ) 3 Aa>-a CO] 3 Oo oc 
2138 Z| se (34 |e (28° a4| 24 | 3 
© ope bod by o—_ 
> | a a }fE/ a8) 22 |hsFte] bo | as 
oo |= 13 |s8iSs lsaee 18 | 83 
a Pesan 3 | tg /AS |Ssag | o ‘at:) 

38 | 439] 18. 10.] */, | [1,42 | 0,65 | 0,77 118 22.8 | 22,2) 
39 | 47g] 21. 10.] 1 | 1,55 | 0,84 | 0,71 85 22.7 | 22,7 
40 | 449] 28. 10.] 2 | 1,19 | 0,64 | 0,55 86 22,7 | 22,4 
41 | 209] 5.6. | 3 | 0,61 | 0,40 | 0,21 52 26,2 | 25,7 
42 45g ] 11. 11.] 4 0,68 | 0,31 | 0,37 119 23,8 22,9 
43 | 399] 2.9. | 5 | 0,62 | 0,62 | 0,00 0 24,0 | 24,0 
44 1379] 9.9. | 6 | 0,84) 0,69 | 0,15 22 24,8 | 24,4 
45 1319] 9.9. | 7 | 0,56 0,48 | 0,18 30 25,2 | 25,1 
































such 39 (eine Woche Ruhepause) ist noch kein Absinken des 
Glykogengehalts eingetreten, der rechnerisch etwas geringfiigigere 
Mehrgehalt auf der trainierten Seite ist nur durch den héheren 
Wert auf der untrainierten Seite bedingt. Auch nach zwei- 
wochiger Ruhepause sinkt das Glykogen auf der trainierten 
Seite noch nicht unter 1°/,, wahrend das letztere in allen Ver- 
suchen mit drei- und mehrwoéchiger Ruhepause der Fall ist. 
Freilich bleibt auch hier mit Ausnahme von Versuch 43, in 
dem 5 Wochen nach dem Aufhéren der Faradisierung die 
Werte beiderseits gleich waren, der Glykogengehalt auf der 
trainierten Seite immer noch hoher als auf der untrainierten, 
wobei sich die Unterschiede in den Versuchen 44 und 45 der 
Fehlergrenze der Methode nihern. 

Man sieht also, da8 die einmal durch Faradisierung er- 
reichte Steigerung des Glykogengehalts nur langsam wieder 
verloren geht. 

Der unter der Einwirkung Ofters wiederholter Faradisierung 
beobachtete Anstieg des Glykogengehalts darf als erstaunlich 
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groB bezeichnet werden, und gerade der Anstieg dieser Sub- 
stanz beim Training erscheint als besonders verstindlich, da 
das Glykogen des Muskels nach allen yon verschiedenen Au- 
toren wihrend der letzten Jahrzehnte vorgenommenen Unter- 
suchungen sicherlich in besonderem MaBe als energieliefernde 
Substanz bei der Muskelkontraktion in Betracht kommt. Ein 
regelmaBiger Anstieg des Glykogens nach fortlaufender Ubung 
ist bisher nicht aufgefunden worden, woran wohl die Schwierig- 
keiten der Methodik, insbesondere die unvermeidliche Unsicher- 
heit bei Verwendung von Kontrolltieren die Schuld trigt.*) 
Neben der Vermehrung des Glykogens und dem ebenfalls 
bereits besprochenen Anstieg der ‘Trockensubstanz, welcher 


Tabelle 7. 
Stickstoffverteilung. 











1 2 3 4 | 5 6 | 4 
Stickstoff in Prozenten des 
r= Muskels 
Versuchs-|Protokoll-}| Datum | trainiert 
. - siurelés- 
Nr. Nr. U = un- | Gesamt- licher »Eiweib“- 
trainiert . , | atiakatoft 
1926 stickstoff Stickstoff stickstoff 
‘j ‘ 7 3,36 | 0,454 | 2,91 
46 [4] | 149 sid U 336 0,429 | 293 
con 3 ? 3,33 0,470 2,86 
or, wee | ee U 339 | 0,443 2,95 
, ; T 3,37 0,439 | 2,93 
S[6) | 189 | 25.3 U 3.34 0,424 2,92 
a ” med T 3,40 | 0,390 | 3,01 
rH, eT eS U 3.42 0,381 3,04 




















1) A. Hoffmann u. E. Wertheimer (Pfliigers Arch. Bd. 216, 
S. 337 (1927)] haben in Versuchen, welche einige Monate, nachdem der 
eine von uns die Tatsache der starken Glykogenvermehrung auf dem 
XII. Internat. PhysiologenkongreB in Stockholm mitgeteilt hatte, aus- 
gefiihrt wurden, die von uns an Kaninchen gewonnenen Ergebnisse mit 
etwas anderer Versuchsanordnung (Durchschneidung der motorischen 
Nerven beiderseits und daran anscbliebende 6fters wiederholter Faradi- 
sierung der einen Seite) fiir den Hund bestitigt. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLXXI, 3 
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iibrigens bei Umrechnung auf glykogenfreie Muskulatur ver- 
schwindet und meist einem umgekehrten Verhiltnis Platz 
macht, lieBen sich noch einige weitere durch die Faradisierung 
hervorgerufene Verinderungen feststellen. 

Die erste dieser Veriinderungen betrifft die Menge des in 
das Schenckfiltrat itibergehenden Stickstoffs, welche regelmibig 
im faradisierten Muskel gegeniiber dem nicht faradisierten ver- 
mehrt ist. Bereits Gerhartz') hat iibrigens ahnliche Befunde 
erhoben. Im einzelnen geht die Vermehrung des Nichteiweif- 
stickstofis auf der faradisierten Seite aus Stab 6 der Tab. 7 
hervor, der Gehalt an Gesamtstickstoff aus Stab 5, wahrend 
in Stab 7 der Gehalt an EiweiBstickstoff als Differenz der 
Stibe 5 und 6 berechnet ist. Betrachten wir zuniichst den 
Stab 6, so sieht man, daB die eben erwihnte regelmiibige Ver- 
mehrung des Reststickstoffgehalts auf der trainierten Seite 
nicht sehr betrichtlich ist, aber durchaus auBerhalb der Fehler- 
grenze der angewandten Mikrokjeldahlmethode liegt. Dem- 
gegeniiber weist der Kiweifgehalt in den Versuchen 46, 48 
und 49 keine auBerhalb der Fehlergrenze der Bestimmung 
gelegene Unterschiede auf, und auch dem geringfiigigen Unter- 
schiede in Versuch 47 zu ungunsten der trainierten Seite 
diirfte keine wesentliche Bedeutung zukommen. Der Glykogen- 
gehalt und der Trockengehalt der simtlichen Versuche der 
Tab. 7 ist bereits in den Tab. 1 und 2 unter den eingeklam- 
merten Versuchsnummern der Tab. 7 besprochen. 

Welcher Bestandteil der Reststickstofffraktion des Muskels 
beim Training vermehrt ist, wurde bisher noch nicht ermittelt. 
In einer Reihe von Fiillen haben wir Bestimmungen des Ge- 
samtkreatins (Kreatin und Kreatinin) nach einer von Folin?) 
angegebenen Mikromethode vorgenommen. Die stets von vorn- 
herein getrennt durchgefiihrten Doppelbestimmungen stimmten 
gut miteinander iiberein, und die untereinander stehenden 
Zahlen in denselben Feldern der Tab. 8 (Stab 5) geben das 
Ergebnis dieser Doppelbestimmungen unmittelbar wieder. In 
den Versuchen 50 und 52 finden sich keine auBSerhalb der 





1) H. Gerhartz, a. a. O. S. 484. 
*) O. Folin, Jl. of Biol. Chem. Bd. 17, S. 480 (1914). 
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Tabelle 8. 


Gesamtkreatin. 

















“ 3 4 | 5 * 6 q 
T= -s I Trock 
Versuchs- | Protokoll- D: trainiert | Kreatinin] +TOCKen- | Glykogen 
Nr. Nr. atum | ty = un. substanz 
trainiert | “fo 1, oF}, 
13. 11 - 0490 eines 1,82 
50 [14] 50 9 ining ; 
1926 “ 0,503 
0,496 24,3 0,84 
: 0,473 
18. 11 ’ 0468 24,8 1,33 
51 [32] 54 poling 
0,510 " ye 
- 0,553 
> 9 a 
. 19. 11 ’ 0,541 24,2 
52 559 _ 
1926 
U — 24,0 - 
0,537 , 
i 0,554 >. 
‘ : 23. 11 , 0,548 23,0 aa 
53 56 3 : 
1926 0,613 
U 22.6 aie 
0611 




















Fehlergrenze der Bestimmung gelegene Unterschiede in dem 
als Kreatinin berechneten Gesamtkreatingehalt auf der fara- 
disierten und nicht faradisierten Seite, wihrend in den Ver- 
suchen 51 und 53 ein geringer, aber sicher auBerhalb der 
Fehlergrenze der Bestimmung gelegener Mindergehalt an 
Kreatin auf der faradisierten Seite vorhanden war. Die Rech- 
nung ergibt, daB die beobachteten Unterschiede im Kreatin- 
gehalt nicht auf die Verschiedenheiten der Trockensubstanz 
und des Glykogengehalts zuriickzufiihren sind. 

Allem Anschein nach gehért das Kreatin der Fibrillen- 
substanz an, und bereits eingangs erwihnte iiltere Unter- 
suchungen sprechen dafiir, da es beim Training vorwiegend 
zu einer Vermehrung des Sarkoplasmas, d. h. zu einer relativen 
Verminderung der Fibrillensubstanz kommt. Hierin diirfte 


vielleicht die Erklarung fiir die beobachtete Kreatinverminderung 
3* 
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liegen. In den Versuchen 52 und 53 handelt es sich tibrigens 
um 2 Kaninchen, die an Cystizerken schwer erkrankt waren. 

Wir haben bereits eingangs hervorgehoben, daf die Fahig- 
keit des frischen Breis aus trainierten Muskeln, in Fluorid- 
lésungen verschiedener Konzentrationen und bei Anwesenheit 
reichlicher Glykogenmengen und unter starker Pufferung mit 
Natriumbicarbonatlésung Hexosediphosphorsiure zu _ synthe- 
tisieren, von jener des Breis aus untrainierten Muskeln nicht 
wesentlich abweicht. Bei dieser Gelegenheit waren wir darauf 
aufmerksam geworden, daB die bei 42° und Pufferung mit Bi- 
carbonat wihrend 2 Stunden abgespaltene Phosphorsiuremenge 
im Brei aus trainierten Muskeln geringer ist als in dem aus 
untrainierten Muskeln, was wir im wesentlichen auf das Aut- 
treten gréBerer Milchsiuremengen im Brei aus _trainierten 
Muskeln zuriickfiihrten. 





























Tabelle 9. 
Phosphorsiureverteilung. 
1 2 3 4 5 | 6 7 8 9 
a — - fo 2 . «at wa va 

: Anorganische xy 135 o& 
_ cm = o 2) se a & = 383 = & 
7 7, ie Phosphorsiure sa | 22 O'R 
14) 3g | 34 | #8] 28 | 3&8 
3 | 4]2 1/838 4a | om | om | oe 
5 S a =e sofort [n.2Stdn.} 6 2 | & 2 cS 2 
s | & ve A B a] 3x = 
> | a et “<i - 

SC CO 

54 12 9. 2. ‘¥ 0,315 0,566 0,772 | 0,648 | 0,124 
[3] | @ | 1926] U | 0,331 0,619 | 0,799 | 0,685 | 0,114 
55 14 . Se T 0,375 0,560 0,767 | 0,643 | 0,124 
(4) | 9 | 1926] U | ota 0,574 10,782] 0,636 | 0,146 
56 | 15 113.3.] T 0,403 0,583 | 0,780] 0,663 | 0,117 
(5] 29 | 1926] U | 0,419 0,610 | 0,808 | 0,681 | 0,127 
57 18 | 25. 3. T 0,413 0,635 0,814 | 0,693 | 0,121 
(6] | @ | 1926] U 0,419 0,661 | 0,823 | 0,710 | 0,113 


























In Tab. 9 sind einige Versuche iiber die Phosphorsiure- 
verteilung und das Phosphorsiureabspaltungsvermégen zu- 
sammengestellt. Die eingeklammerten Zahlen in Stab 1 weisen 
auf die Nummern der Tab. 1 hin, unter denen der Glykogen- 
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gehalt, das Milchsiurebildungsvermégen und die ‘Trocken- 
substanz der in Frage kommenden Muskulatur angegeben ist. 
Man sieht aus der Spalte 5 der Tab. 9, daB die sofort vor- 
handene Phosphorsiuremenge (A) bei Berechnung auf die 
frische Muskulatur mit Ausnahme von Versuch 55 im trai- 
nierten Muskel etwas geringer Ist. Unter den Bedingungen des 
B-Versuchs steigt im trainierten Muskel der Phosphorsiure- 
gehalt iiberall auf wesentlich geringere Werte an als im un- 
trainierten (Stab 6). Der Gesamtphosphorsiiuregehalt*) erscheint 
in der trainierten Muskulatur iiberall niedriger, waihrend die 
gesamte lésliche Phosphorsiure nicht regelmiBig das gleiche 
Verhalten zeigt (s. Versuch 55, Stab 8). Die als Differenz der 
Reihen 7 und 8 berechnete unlésliche Phosphorsiiure zeigt 
kein regelmaBiges Verhalten. Rechnet man iibrigens die simt- 
lichen in Tab. 9 angegebenen Werte auf glykogenfreie T'rocken- 
substanz um, so verschwinden die Unterschiede in den ver- 
schiedenen Phosphorsiurefraktionen zum Teil weitgehend oder 
verkehren sich sogar ins Gegenteil, so daB wir ihnen keine 
wesentliche Bedeutung beimessen méchten und auf eine weitere 
Besprechung verzichten. 
lg letzte Abweichung an der geiibten Muskulatur méchten 
wir einen sehr auffilligen Farbenunterschied erwahnen, der 
an den freigelegten Muskeln und fast besser noch an dem aus 
ihnen gewonnenen Brei nahezu regelmibig wahrgenommen 
werden kann. Der Muskel der trainierten Seite ist namlich 
wesentlich dunkler rot als derjenige der untrainierten Seite 
gefairbt, was nach Ausweis der Trockensubstanzbestimmungen 
keinesfalls auf stirkere Durchblutung, sondern auf reichlicheres 
Vorhandensein des Myochroms zuriickzufiihren sein diirfte. 
Es scheint also, als ob der an sich weniger dauerleistungs- 
fihige helle Musculus biceps sich mit der durch Ubung hervor- 
gerufenen Steigerung seiner Arbeitsfaihigkeit auch in der Farbe 
den an sich schwerer ermiidbaren roten Muskeln nihert. 





1) Die Veraschung erfolgte mit sehr wenig (i—2 cem) konzentrierter 
Schwefelsiure und Perhydrol. Bei dieser zuerst von Baumann, Jl. of 
Biol. Chem. Bd. 59, S. 667 (1924) angewandten Methode geschieht sie 
praktisch verlustlos. 
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Ubrigens haben bereits Kiilbs und Berberich}) darauf hin- 
gewiesen, daB bei Hunden, die lingere Zeit stiirkere Arbeit 
geleistet haben, die Farbung der Muskulatur eine dunklere ist 
als bei Ruhekontrollhunden. 


Zusamméhfassung. 


Die wesentlichsten Ergebnisse der vorliegenden Unter- 
suchung sind folgende: 

Durch oft wiederholte einseitige indirekte faradische Rei- 
zung der Oberschenkelmuskulatur, insbesondere des Biceps 
femoris, von Kaninchen 1la8t sich regelmiBig eine Reihe von 
charakteristischen Verinderungen erzielen: 

1. Der auffalligste Unterschied des ,,trainierten‘“‘ Muskels 
besteht in einer iiberaus starken Steigerung des Glykogen- 
gehalts, der nach lingere Zeit durchgefiihrter Ubung und darauf 
folgender 3—-4 tigiger Ruhepause mehr als doppelt, ja mehr 
als 3fach so hoch als auf der nicht faradisierten Seite 
sein kann. 

2. Diese Steigerung des Glykogengehalts kann bei tiglich 
3—5 Minuten langer Faradisierung schon deutlich in die Er- 
scheinung treten, wenn die Reizung an drei aufeinander fol- 
genden Tagen wiederholt wird. 

3. Der Unterschied im Glykogengehalt zugunsten des ge- 
iibten Muskels verschwindet nach dem Aufhéren der Ubung 
nur ganz allmihlich im Laufe vieler Wochen. 

4. Es wird auf die Bedeutung eines vermehrten Glykogen- 
gehalts gerade fiir die Steigerung der Dauerleistungsfihigkeit 
hingewiesen und das allmihliche Wiederverschwinden der 
Glykogenvermehrung nach dem Aufhéren der Faradisierung 
mit allmiblich eintretendem Ubungsverlust in Zusammenhang 
gebracht. 

5. Neben der starken Glykogenvermehrung kommt es zu 
elner geringfiigigen, bereits von Gerhartz beobachteten Ver- 
mehrung des Reststickstoffs. Welche Substanzen hierbei ver- 
mehrt sind, konnte noch nicht festgestellt werden, jedenfalls 
handelt es sich nicht um eine Steigerung des Kreatingehalts. 


1) F. Kiilbs u. F. M. Berberich, a, a. O. S. 23. 
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6. Sehr auffillig trat in fast allen Fallen die dunklere 
Firbung des Musculus biceps femoris der faradisierten Seite 
in die Erscheinung. 

7. Charakteristische Abweichungen in der Verteilung der 
Phosphorsiurefraktionen konnten nicht aufgefunden werden 
und ebenso war die Fahigkeit des frischen Muskelbreis zur 
Synthese von Hexosediphosphorsiiure unter bestimmten ionalen 
Bedingungen auf beiden Seiten gleich. 

8. Jedenfalls geht aus den vorliegenden Versuchen hervor, 
daB die oft wiederholte Faradisierung von Muskeln zu tief- 
greifenden Verinderungen in ihrer chemischen Zusammen- 
setzung fihrt, wobei namentlich die regelmiBig beobachtete 
starke Vermehrung des Glykogengehalts eine gewisse Erklirung 
fir die Ofters angezweifelte giinstige Wirkung elektrischer 
Reizbehandlung von Muskeln geben diirfte. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft, mit 
deren Unterstiitzung die vorliegende Untersuchung ausgefiihrt 
wurde, sprechen wir unsern aufrichtigen Dank aus. 











Wher chemische und biologische Verinderungen der 
Muskulatur nach ofters wiederholter faradischer Reizung. 
2. Mitteilung. 

Von 
Herbert Habs. 

Mit 5 Figuren im Text. 


(Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft der Deutschen 
Wissenschaft.) 


(Aus dem Institut fiir vegetative Physiologie der Universitat Frankfurt.) 
(Der Redaktion zugegangen am 11. August 1927.) 


In der voranstehenden Mitteilung von G. Embden und 
dem Verfasser') konnte in Versuchen an Kaninchen dar- 
getan werden, daB nach 6fters wiederholter indirekter faradi- 
scher Reizung des Musculus biceps femoris der einen Seite 
eine Reihe charakteristischer Verinderungen in der chemischen 
Zusammensetzung eintritt, von denen die starke Vermehrung 
des Glykogens als auffalligste bezeichnet werden mubB. 

Neben vergleichenden rein chemischen Untersuchungen 
des ,,trainierten“ und ,,untrainierten“ Muskels wurde bereits 
in der ersten Mitteilung versucht, Unterschiede im biologischen 
Verhalten des aus beiden Muskeln gewonnenen Breis aufzudecken. 
Die in diesem Sinne vorgenommenen Untersuchungen iiber die 
Synthesefahigkeit des lebensfrischen Breis aus ,,geiibten“ und 
»ungeiibten* Muskeln ergaben aber keinerlei wesentliche Unter- 
schiede. 

Seit der Vornahme der zuletzt erwihnten Versuche konnte 
die in Frage kommende biologische Methodik sehr wesentlich 
verbessert werden. Es ergab sich namlich aus einer demnichst 





1) G. Embden u. H. Habs, Diese Zs. Bd. 171, S. 1 (1927). 
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zu veroffentlichenden Arbeit von Gerhard Schmidt’), dab 
der Brei aus stark ermiideter Kaninchenmuskulatur in miég- 
lichst lebensfrischem Zustande unter bestimmten ionalen Be- 
dingungen und bei Anwesenheit reichlicher Glykogenmengen oft 
zwar ebensogut wie Brei aus unermiideten Muskeln zur Syn- 
these von Hexodiphosphorsiure befahigt ist, daB er aber beim 
Aufbewahren auf eisgekiihlter Glasplatte diese Fahigkeit auBer- 
ordentlich viel rascher verliert. 

Kntsprechend den in einer Arbeit von Embden und Jost?) 
entwickelten Anschauungen tritt also im Brei aus ermiideter 
Muskulatur das Absterben rascher als in dem aus unermiideter 
Muskulatur ein. 

Mit den von Schmidt gewonnenen Ergebnissen stehen 
die Resultate einer kirzlich von G. Martino*’) aus dem 
hiesigen Institut verdéffentlichten Arbeit im besten Einklange. 
Martino konnte niaimlich zeigen, daB die Muskulatur von 
Forellen, einer Fischart, welche rasch nach ihrer Entfernung 
aus dem Wasser, also unter anaeroben Bedingungen, abstirbt, 
auBerordentlich viel rascher die Fahigkeit zum Hexosephosphor- 
siiureaufbau verliert, als jene des weit linger unter den glei- 
chen Bedingungen iiberlebenden Karpfens. Ganz ihnliche 
Ergebnisse hatten schon friiher an der Hand einer weniger 
vollkommenen Methodik Embden, Deuticke, Lehnartz und 
Perger*) an marinen Fischen von verschiedener Lebensziihig- 
keit gewonnen. Der Muskelbrei des in der Luft iiberaus rasch 
absterbenden Dorsches zeigt ein weitaus geringeres Synthese- 
vermégen als jener der lange iiberlebenden Scholle. 

Embden und Jost entwickelten in ihrer eben erwihnten 
Arbeit die Vorstellung, daB Ermiidung und Absterben nahe 
miteinander verwandte Vorgiinge sind: Die gleiche Kolloid- 
zustandsinderung, die nach den genannten Autoren beim Ab- 
sterben zum irreversiblen Verlust der Fahigkeit zur Synthese 





1) G. Schmidt, Diese Zs. in einem nachfolgenden Bande. 
2) G. Embden u. H. Jost, Diese Zs. Bd. 165, S. 224 (1927). 
5) G. Martino, Diese Zs. Bd. 162, S. 172 (1927). 
4) G. Embden, H. J. Deuticke, E. Lehnartz u. H. Perger, 
Diese Zs. Bd. 162, S. 155 (1927). 
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In der voranstehenden Mitteilung von G. Embden und 
dem Verfasser') konnte in Versuchen an Kaninchen dar- 
getan werden, daB nach 6fters wiederholter indirekter faradi- 
scher Reizung des Musculus biceps femoris der einen Seite 
eine Reihe charakteristischer Veriinderungen in der chemischen 
Zusammensetzung eintritt, von denen die starke Vermehrung 
des Glykogens als auffilligste bezeichnet werden muB. 

Neben vergleichenden rein chemischen Untersuchungen 
des ,,trainierten“ und ,,untrainierten“ Muskels wurde bereits 
in der ersten Mitteilung versucht, Unterschiede im biologischen 
Verhalten des aus beiden Muskeln gewonnenen Breis aufzudecken. 
Die in diesem Sinne vorgenommenen Untersuchungen iiber die 
Synthesefahigkeit des lebensfrischen Breis aus ,,geiibten“ und 
yungeiibten“ Muskeln ergaben aber keinerlei wesentliche Unter- 
schiede. 

Seit der Vornahme der zuletzt erwihnten Versuche konnte 
die in Frage kommende biologische Methodik sehr wesentlich 
verbessert werden. Es ergab sich nimlich aus einer demnichst 





1) G. Embden u. H. Habs, Diese Zs. Bd. 171, S. 1 (1927). 
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zu veroffentlichenden Arbeit von Gerhard Schmidt}), dab 
der Brei aus stark ermiideter Kaninchenmuskulatur in mig- 
lichst lebensfrischem Zustande unter bestimmten ionalen Be- 
dingungen und bei Anwesenheit reichlicher Glykogenmengen oft 
zwar ebensogut wie Brei aus unermiideten Muskeln zur Syn- 
these von Hexodiphosphorsiure befahigt ist, daB er aber beim 
Aufbewahren auf eisgekihlter Glasplatte diese Fahigkeit auBer- 
ordentlich viel rascher verliert. 

Kntsprechend den in einer Arbeit von Embden und Jost?) 
entwickelten Anschauungen tritt also im Brei aus ermiideter 
Muskulatur das Absterben rascher als in dem aus unermiideter 
Muskulatur ein. 

Mit den von Schmidt gewonnenen Ergebnissen stehen 
die Resultate einer kiirzlich von G. Martino*) aus dem 
hiesigen Institut verdffentlichten Arbeit im besten Einklange. 
Martino konnte namlich zeigen, daB die Muskulatur von 
Forellen, einer Fischart, welche rasch nach ihrer Entfernung 
aus dem Wasser, also unter anaeroben Bedingungen, abstirbt, 
auBerordentlich viel rascher die Fihigkeit zum Hexosephosphor- 
siiureaufbau verliert, als jene des weit linger unter den glei- 
chen Bedingungen iiberlebenden Karpfens. Ganz ihnliche 
Ergebnisse hatten schon friiher an der Hand einer weniger 
vollkommenen Methodik Embden, Deuticke, Lehnartz und 
Perger‘) an marinen Fischen von verschiedener Lebenszihig- 
keit gewonnen. Der Muskelbrei des in der Luft iiberaus rasch 
absterbenden Dorsches zeigt ein weitaus geringeres Synthese- 
vermégen als jener der lange iiberlebenden Scholle. 

Embden und Jost entwickelten in ihrer eben erwihnten 
Arbeit die Vorstellung, daB Ermiidung und Absterben nahe 
miteinander verwandte Vorgiinge sind: Die gleiche Kolloid- 
zustandsiinderung, die nach den genannten Autoren beim Ab- 
sterben zum irreversiblen Verlust der Fiahigkeit zur Synthese 


1) G. Schmidt, Diese Zs. in einem nachfolgenden Bande. 

2) G. Embden u. H. Jost, Diese Zs. Bd. 165, S. 224 (1927). 

5) G. Martino, Diese Zs. Bd. 162, S. 172 (1927). 

4) G. Embden, H. J. Deuticke, E. Lehnartz u. H. Perger, 
Diese Zs. Bd. 162, 8S. 155 (1927). 
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von Hexosediphosphorsiure fihrt, tritt auch bei der Ermiidung 
auf, nur daB die in ihrem Gefolge zu beobachtende starke 
Verminderung der Synthesefaihigkeit unter geeigneten Erholungs- 
bedingungen vollkommen wieder schwindet. 

Wenn wirklich entsprechend dieser Annahme Ermiidung 
und Absterben der Muskulatur auf ganz ahnlichen Zustands- 
iinderungen beruhen, so lag es nunmehr nahe, zu untersuchen, 
ob getibte, d. h. besonders schwer ermiidbare Muskeln lang- 
samer absterben als die gleichen Muskeln in ungeiibtem Zu- 
stand, ob also gleichsam ein besonders ermiidungsferner 
Muskel auch besonders todesfern ist. 

Derartige Untersuchungen, die ich auf Veranlassung von 
Prof. Embden vornahm, bilden den Gegenstand der vorliegen- 
den Arbeit. 


Zuniichst suchte ich festzustellen, ob der Brei aus einem 
oft unter den in der vorigen Mitteilung beschriebenen Be- 
dingungen faradisierten Musculus biceps femoris beim Auf- 
bewahren seine Fihigkeit zur Synthese von Hexosephosphor- 
siure langsamer verliert als der aus dem _,,untrainierten“ 
Muskel der anderen Seite gewonnene. DaB die geiibten und die 
ungeiibten Muskeln unmittelbar nach dem Tode praktisch die 
gleiche Synthesefihigkeit besitzen, wurde bereits in der ersten 
Mitteilung erwihnt und konnte iibrigens auch in der vor- 
liegenden immer wieder bestiitigt werden. 

Die Technik dieser Versuche war sehr einfach. Unmittelbar nach 
der wie friiher vorgenommenen Tétung des Tieres wurde der Brei aus 
den beiderseitigen Muskeln (wobei wiederum stets nur der Musculus 
biceps femoris zur Verarbeitung kam) auf der eisgekiihlten Glasplatte 
hergestellt und sofort unter Verwendung von annihernd je 2 g Musku- 
latur und 10 cem m/10-Fluoridlisung, welche 0,4°/, Glykogen und 2°/, 
Natriumbicarbonat enthielt, das Synthesevermégen gepriift. Die Fluorid- 
ansitze blieben auch diesmal jeweils genau 3 Stunden bei Zimmertem- 
peratur stehen, und wurden dann in bekannter Weise’) zur Bestimmung 
der anorganischen Phosphorsiiure weiterverarbeitet. 

Der verbleibende Hauptteil des Breis blieb — durch eine iiber- 
gestiilpte Glasschale vor Verdunstung geschiitzt — auf der eisgekiihlten 





1) Vgl. die vorige Mitteilung, Diese Zs. Bd. 171, S. 22 (1927). 
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Glasplatte liegen, und nach verschiedenen Zeiten wurden je 2 g von 
dem Brei des linken und dem des rechten Muskels unter genau den 
gleichen Bedingungen wie die sofort nach dem ‘lode verarbeiteten Proben 
der Fluorideinwirkung ausgesetzt. 

In mehreren Kontrollversuchen iiberzeugte ich mich da- 
von, daB bei Verwendung nicht vorbehandelter Kaninchen der 
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Fig. 1. Versuchi. Verlauf der Phosphorsdureabspaltung (obere Kurven) und der Ab- 
nahme der Synthesefaihigkeit (untere Kurven) beim Aufbewabren von Muskelbrei eines 
nicht vorbehandelten Tieres. 

Brei aus dem rechten Musculus biceps femoris. 
——-—-  Brei aus dem linken Musculus biceps femoris. 
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Verlauf der Abnahme der Synthesefihigkeit beim Aufbewahren 
im Brei aus dem linken und dem rechten Biceps femoris ein 
sehr ahnlicher ist. 

Kin derartiger Kontrollversuch ist in Fig. 1 (untere Kurve) 
wiedergegeben, in der der Verlauf des Synthesevermégens fiir 
den rechten Muskel durch die ausgezogene, fiir den linken 
durch die gestrichelte Kurve dargestellt ist. In diesem Falle 
wurden Fluoridversuche sofort nach dem Tode sowie nach 
2-, 4-, 6-, 8- und 10stiindigem Aufbewahren auf der eis- 
gekiihlten Glasplatte vorgenommen. Man sieht, das bei Ver- 
wendung von ganz lebensfrischem Muskelbrei, dessen urspriing- 
licher Phosphorsiiuregehalt rechts mit 0,383°/,, links mit 
0,380°/, bestimmt wurde, bei 3 stiindigem Aufenthalt in Fluorid- 
lésung ein Absinken der Phosphorsaure auf beiderseits 0,029°/, 
eintritt. Auch erst nach 2- und nach 4 stiindigem Aufbewahren 
zum Fluoridversuche benutzter Muskelbrei zeigt rechts und 
links eher noch etwas stirkeres und beiderseits annihernd 
gleiches Synthesevermégen. Hingegen ist nach 6 stiindigem 
Aufbewahren auf der Glasplatte das Synthesevermégen schon 
deutlich abgesunken (erreichter Phosphorsiureendwert in der 
Fluoridlésung rechts 0,060°/,, links 0,054°/,), und diese Ab- 
nahme des Synthesevermégens macht nach 8 und nach 10 Stun- 
den weitere starke Fortschritte. Wenn auch iiberall am mehr 
als 6 Stunden gealterten Material das Synthesevermégen des 
linken Biceps femoris (gestrichelte Kurve) langsamer abnimmt 
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~ Phosphorsiiuregehalt in °/, | In Fluoridlésung erreichter Phosphor- 
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als das des rechten (ausgezogene Kurve), so sind doch diese 
Unterschiede nur ganz geringfiigige. 

In einem weiteren Versuch, der als Versuch 2 in Tab. 1 
wiedergegeben ist, wahrend der eben besprochene in diese 
Tabelle als Versuch 1 aufgenommen ist, liegen die Verhilt- 
nisse ganz iihnlich. Auch hier beginnt das Absinken der 
Synthesefahigkeit erst nach 6stiindiger Aufbewahrung des 
Muskelbreis, und nach 8 Stunden ist diese Abnahme deutlich 
weiter fortgeschritten. 

In den beiden soeben besprochenen Versuchen wurde auch 
das Verhalten der organischen Phosphorsiiure?) beim einfachen 
Aufbewahren auf der Glasplatte untersucht. Ich erwahnte 
bereits, da8 in Versuch 1 der sofort gefundene Phosphorsiure- 
gehalt beiderseits annihernd 0,38°/, betrug, nach 4 Stunden 
ist er rechts auf 0,524°/,, links auf 0,511°/, angestiegen, der 
nach 10 Stunden (Stab 8) beobachtete weitere Anstieg (rechts 
0,531°/,, links 0,534°/,) ist nur unerheblich. Ganz idhnlich 
ist der Verlauf der Phosphorsiiureabspaltung in Versuch 2, 
wie im Hinzelnen aus den Stiben 4—7 der Tabelle 1 her- 
vorgeht. 

In Fig. 1 ist fiir den Versuch 1 in den oberen Kurvyen 
der Verlauf dieser Phosphorsiurespaltung dargestellt, fiir den 
rechten Muskel auch hier in einer ausgezogenen, fiir den 
linken in einer gestrichelten Kurve. In Versuch 2 gelangte 
iibrigens ein Tier zur Verwendung, das an schwerer Cocci- 
diose litt. 

Wir sehen also, daB unter Verwendung unvorbehandelter 
Tiere beim Altern des Breis aus den beiderseitigen Muskeln 
sowohl die Abnahme der Synthesefihigkeit in Fluoridlésung 
wie auch die Abspaltung anorganischer Phosphorsiiure schon 
wihrend der einfachen Aufbewahrung des Muskelbreis beider- 
seits iiberaus gleichmifBig verliuft. 


') Auch in dieser Arbeit wurde die anorganische Phosphorsiiure 
unter Bedingungen bestimmt, die zu vélliger Spaltung des kiirzlich von 
Eggleton (Biochem. J]. Bd. 21, S. 190 (1927)] aufgefundenen Phosphagens 
fiihren. Die von mir erhaltenen Werte geben demnach die Summe der 
anorganischen und der Phosphagenphorsiiure wieder. 
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Ganz anders liegen die Verhiltnisse, wenn der eine der 
beiden Muskeln ,,trainiert“?) ist. 
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Fig.2. Versuch3. Verlauf der Phosphorsdureabspaltung (obere Kurven) und der Ab- 
nahme der Synthesefihigkeit (untere Kurven) beim Aufbewahren von Muskelbrei eines 
einseitig trainierten Tieres. 

———— Brei aus trainierter Muskulatur. 

—~——-— Brei aus untrainierter Muskulatur, 


1) Auch hier wird der Ausdrack ,,Training“ und ,,trainiert“ nur 


in dem Sinne der vorangehenden Mitteilung gebraucht, dab es sich 
um einen oft faradisierten Muskel handelt, der, soweit es untersucht 
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Fiir den in Fig. 2 graphisch dargestellten Versuch ge- 
langte ein Tier zur Verwendung, dessen rechter Musculus 
biceps femoris mehrere Wochen lang tiaglich durch kurz- 
dauernde Faradisierung in Tiitigkeit gesetzt worden war. Der 
Verlauf der Abnahme der Synthesefihigkeit in dem rechten, 
trainierten (T') und in dem linken, untrainierten (U) Muskel 
ist hier ein durchaus verschiedener. Ganz in Ubereinstimmung 
mit dem in der vorigen Arbeit geschilderten Ergebnis synthe- 
tisiert zwar der Brei aus den beiderseitigen Muskeln in lebens- 
frischem Zustande und iibrigens auch nach 2stiindiger Auf- 
bewahrung gleich gut, nach 4 Stunden aber ist im untrainierten 
Muskel bereits eine deutliche Abnahme der Synthesefihigkeit 
(vgl. die gestrichelte Kurve und Versuch 3, Stibe 9—13 der 
Tab. 2) eingetreten und nach 6 und 8 Stunden hat diese Ver- 
minderung der Synthesefahigkeit weiterhin stark zugenommen. 
Auf der trainierten Seite hingegen (ausgezogene untere Kurve 
der Fig. 2) ist nach 4- und 6stiindiger Aufbewahrung iiber- 
haupt noch keine merkliche und nach 8 Stunden erst eine 
geringfiigige Verminderung der Synthesefihigkeit eingetreten. 
Zu dieser Zeit wird auf der trainierten Seite im Fluorid- 
versuch ein Endwert von 0,060°/,, auf der untrainierten Seite 
aber nur noch ein solcher von 0,152°/, erreicht. 

Ebenso charakteristisch sind die Verschiedenheiten im 
Verlauf der Phosphorsiureabspaltung beim einfachen Auf- 
bewahren des Muskelbreis auf der Glasplatte. Zu Beginn des 
Versuchs (Stab 4) ist in diesem Falle der Gehalt des trainierten 
Muskels an anorganischer Phosphorsiure mit 0,368°/, merklich 
hoher als auf der untrainierten Seite (0,326°/,). Nach 4 Stunden 
ist auf der letzteren ein weit erheblicherer Anstieg (auf 
0,504°/,) als auf der ersteren (0,423°/,) erfolgt, weiterhin bleibt 
der beiderseitige Phosphorsiiuregehalt annihert konstant. 

Neben diesen ohne weiteres analytisch fabbaren Verschieden- 
heiten im biologischen Verhalten des Breis aus trainierter 
und untrainierter Muskulatur konnte im vorliegenden und in 
zahlreichen anderen Fillen eine weitere Beobachtung gemacht 





wurde, die charakteristischen Anderungen seiner chemischen Zusammen- 
setzung aufwies. 
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werden, die einen iiberaus auffalligen Unterschied zwischen 
dem Brei aus trainierter und dem aus untrainierter Muskulatur 
aufdeckt. Is zeigte sich nimlich, daB eine eigenartige Ver- 
inderung im physikalischen Verhalten des Muskelbreis, welche 
sich darin Aubert, daB der Brei weniger als im Anfang zu- 
sammenklebt und seine einzelnen Teilchen eine festere, mehr 
bréckliche Konsistenz annehmen, auf der untrainierten Seite 
friiher, 6fters um mehrere Stunden friiher, eintritt. 

Ks erscheint gewif als naheliegend, diese Veriinderungen 
im physikalischen Verhalten als Ausdruck jenes Vorganges 
anzusehen, der am unzerkleinerten Muskel als Totenstarre in 
die Erscheinung tritt, und in einer gréBeren Anzahl von Ver- 
suchen, in denen ich die einander entsprechenden Muskeln der 
trainierten und der untrainierten Seite unter beiderseits gleicher 
Belastung mit Schreibhebeln in Verbindung brachte, konnte 
ich in der Tat fast immer beobachten, daB die Verkiirzung 
des trainierten Muskels spiiter eintritt als die des untrainierten. 
Meist war allerdings die eintretende Verkiirzung iiberhaupt 
nur ziemlich geringfiigig, und ich méchte daher von einer 
niheren Schilderung dieser Versuche vor einer Wiederholung 
unter giinstigeren Bedingungen absehen, doch scheint es mir 
schon jetzt sicher zu sein, daB in der Tat die Totenstarre am 
trainierten Muskel langsamer eintritt als am untrainierten, 
und die Annahme, da8 in der soeben geschilderten Verinde- 
rung des Muskelbreis ein der Totenstarre zum mindesten 
nahe verwandter Vorgang zum Ausdruck kommt, gewinnt 
damit wesentlich an Wahrscheinlichkeit. 

Von einer Reihe weiterer, im wesentlichen gleichsinnig 
verlaufener Versuche ist nur noch ein einzelner in Fig. 3 
graphisch dargestellt und in seinen Kinzelheiten als Versuch 4 
der Tab. 2 wiedergegeben. Man sieht, da8 hier sowohl im 
Verlauf der Abnahme der Synthesefaihigkeit wie in der Kurve 
der Phosphorsiiureabspaltung beim Altern des Breis die 
eréBte Ahnlichkeit mit dem soeben besprochenen Versuch vor- 
handen ist, nur daB nach 4 Stunden auch auf der untrainierten 
Seite noch keine Abnahme der Synthesefaihigkeit eingetreten 
ist, zu welcher Zeit tibrigens beim einfachen Aufbewahren des 
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Breis auf der gekiihlten Glasplatte die Phosphorsaéureabspaltung 
bereits ihr Maximum erreicht hat; auf der trainierten Seite 
ist nach 10 Stunden der Phosphorsiuregehalt merklich niedriger 
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Fig.3. Versuch4. Verlauf der Phosphorsdureabspaltung (obere Kurven) und der Ab- 
nahme der Synthesefihigkeit (untere Kurven) beim Aufbewahren von Muskelbrei eines 
einseitig trainierten Tieres. 

————- Brei aus trainierter Muskulatur. 

——-—-— Brei aus untrainierter Muskulatur. 


als nach 4 Stunden, In diesem Versuche wurde iibrigens 
auch der Glykogengehalt im frischen, trainierten und un- 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol, Chemie, CLXXIJ, 4 
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trainierten Biceps femoris bestimmt, er betrug in ersterem 
1,39°/,, in letzterem 0,59°/,, was ganz den friiher gemachten 
Erfahrungen enspricht. 

Eine gréBere Anzahl weiterer Versuche gab im Prinzip 
ganz dhnliche Resultate wie die soeben besprochenen, wobei 
freilich manche Abweichungen in Kinzelheiten vorkamen und 
oft der Unterschied im zeitlichen Verlauf der Abnahme der 
Synthesefahigkeit nicht den hohen Grad der oben geschilderten 
Versuche erreichte (vgl. Versuche 5, 6, 9, 11, 12, 13, 15, 16 
und 17). Hier handelt es sich tberall um ausgewachsene 
Tiere, deren Organe bei der Tétung entweder iiberhaupt keine 
krankhaften Verinderungen erkennen lieBen, oder nur gering- 
fiigige oder mittelschwere Coccidiose der Leber aufwiesen. 

In drei anderen Versuchen (Versuche 7, 8 und 10) war 
eine schwere Coccidiose der Leber vorhanden, welche in Ver- 
such 7 zu erheblicher Abmagerung gefiihrt hatte, auch in 
Versuch 10 war der Ernahrungszustand ein mangelhafter. In 
diesen 3 Versuchen, sowie in einem weiteren (Versuch 14), bei 
dem im Gegensatz zu allen anderen ein zwar coccidiosefreies, 
aber erst 3 Monate altes schwiichliches Jungtier verwendet 
wurde, konnten deutliche Unterschiede im Verlauf der Kurve 
der Synthesefihigkeit nicht festgestellt werden, und in einem 
Falle von schwerster Coccidiose mit starker Abmagerung zeigte 
sogar der faradisierte Muskel eine raschere Abnahme der 
Synthesefahigkeit als der nicht faradisierte (Versuch 7). Hier, 
wo schon die Abmagerung auf eine schwere Schidigung des 
Allgemeinzustandes hinwies, konnte auch keine wesentliche 
Verlangsamung der Phosphorsiureabspaltung beim Altern des 
Breis aus trainierten Muskeln beobachtet werden, was bei 
den in der Synthesefahigkeitskurve ebenfalls negativ ver- 
laufenen Versuchen 8 und 10 der Fall war, (In Versuch 14 
wurde leider die Phosphorsaureabspaltung bei der Aufbewahrung 
des Muskelbreis nicht verfolgt.) In Versuch 10 war trotz des 
negativen Verlaufs der Syntheseversuche tibrigens der Glykogen- 
gehalt auf der trainierten Seite gegeniiber jenem der un- 
trainierten stark vermehrt (1,82°/, gegeniiber 0,61°/,). 

Der besonders stark positive Verlauf des Versuchs 17 
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diirfte wohl darauf zuriickzufiihren sein, daB hier die Auf- 
bewahrung im Gegensatz zu den iibrigen Versuchen nicht auf 
der eisgekiihlten Glasplatte, sondern bei 14° erfolgte. Unter 
diesen Temperaturverhiltnissen war auf der trainierten Seite 
zwar schon nach 4 Stunden eine erhebliche Verminderung der 
Synthesefaihigkeit eingetreten, viel rascher aber noch sank die 
Synthesefahigkeit auf der untrainierten Seite ab, wo ihre Ver- 
minderung schon nach 2 Stunden aufs stirkste ausgebildet und 
noch viel betrachtlicher nach 4 Stunden war. In diesem 
wesentlich zu anderen Zwecken vorgenommenen Versuch 
betrug nach 4 Stunden der auf der trainierten Seite in 
Fluorid erhaltene Endwert der anorganischen Phosphorsiure 
0,07°/, gegentiber 0,24°/, auf der untrainierten Seite. 

Im ganzen wurde also in 11 von 15 an trainierten Tieren 
vorgenommenen Versuchen beobachtet, daB auf der trainierten 
Seite die Synthesefihigkeit langsamer abnahm als auf der 
untrainierten, wobei die Unterschiede iiberall sehr deutlich 
waren. In 3 von den 4 negativ verlaufenen Versuchen 
handelte es sich um schwerkranke Tiere, wihrend der letzte 
Fall ein ganz jugendliches Tier betraf, wie es in keinem der 
iibrigen Versuche zur Anwendung kam. Ks kann also kein 
Zweifel dariiber bestehen, daB bei gesunden und einigermafen 
ausgewachsenen Kaninchen sich durch die geschilderte Art 
der Faradisierung nicht nur die in der vorangehenden Mit- 
teilung beschriebenen chemischen Verinderungen  erzielen 
lassen, sondern dariiber hinaus auch charakteristische Ver- 
schiedenheiten im biologischen Verhalten des Breis aus 
trainierten Muskeln auftreten, deren auffilligste die Verlang- 
samung des Verlustes zur ional bedingten Synthesefiahigkeit 
und die gleichfalls verlangsamte Abspaltung von Phosphor- 
siure bei der einfachen Alterung sind. Ferner konnie fest- 
gestellt werden, da®B der trainierte Muskel langsamer toten- 
starr wird, was einerseits in verlangsamter Verkiirzung iso- 
lierter gleichartiger Muskeln der trainierten und der un- 
trainierten Seite, und andererseits in verlangsamtem Auftreten 
der geradezu als starreartig zu bezeichnenden physikalischen 
Zustandsinderung des aufbewahrten Breis zum Ausdruck kam. 
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Mehrfach habe ich auch den Verlauf der Milchsiiurebildung beim 
Aufbewahren des Breis verfolgt. In Versuch 12 betrug der Milehsiure- 
gehalt im Brei aus dem trainierten Muskel nach 4 Stunden 0,94°/,, in 
dem aus dem untrainierten Muskel 0,86°/,, nach 10stiindiger Alterung 
war er beiderseits etwas geringer (0,92°/, gegen 0,83°/,), allerdings inner 
halb der Fehlergrenze der Bestimmung. Ganz ihnlich verhielt sich 
Versuch 13, wo nach 4 Stunden auf der trainierten Seite ein Milch- 
siuregehalt von 0,89°/,, auf der untrainierten Seite ein solcher von 
0,80°/, festgestellt wurde. Hier sank im weiteren Verlauf des Versuchs 
der Milchsiuregehalt merklich ab (mach 10 Stunden 0,80°/, auf der 
trainierten und 0,73°/, auf der untrainierten Seite). Waihrend in den 
eben besprochenen Versuchen der Brei auf der eisgekiihlten Glasplatte 
aufbewahrt wurde, erfolgte in Versuch 18 die Aufbewahrung bei 13°. 
Das Verhalten der Milchsiurebildung weicht hier von dem in den beiden 
eben besprochenen Versuchen sehr wesentlich ab, nach 2 Stunden wurde 
auf der trainierten Seite nur ein auffallig geringer Milchsiuregehalt 
von 0,05°/,; nach 4 Stunden ein solcher von 0,32°/, beobachtet, er war also 
auch zu dieser Zeit weitaus geringer als in den Versuchen 12 und 13. 
Auch auf der untrainierten Seite lagen die beobachteten Milchsiiurewerte 
weit unterhalb denen der iibrigen Versuche, waren aber im Gegensatz 
zu den letzteren héher als auf der trainierten Seite. 


In mehreren kiirzlich veréffentlichten Untersuchungen !) 
aus dem hiesigen Institut konnte gezeigt werden, daB bei der 
Muskelkontraktion eine erhebliche, unter geeigneten Versuchs- 
bedingungen durchaus reversible Ammoniakbildung aus einer 
bestimmten Muttersubstanz?), der Adenosinphosphorsiure, er- 
folgt. Jede stirkere Ermiidung isolierter Froschmuskeln ist 
mit starkem Anstieg des Ammoniakgehalts verbunden. Der 
letztere Befund wurde neuerlich auch von Parnas und Mozo- 
lowski) ohne Kenntnis der in FuBnote 1 angefiihrten Mitteilung 
erhoben. Schon in friiheren Versuchen von Gad-Anderser‘) 





1) G. Embden, Vortrag auf der 89. Versammlung d. Ges. deutsch. 
Naturforseher u. Arzte, 19.—26. September 1926 in Diisseldorf [Referate 
in der Miinch. med. Ws. 1926, 8.60 und in den Berichten iiber die 
ges. Physiol., Bd. 38, 8. 157 (1927)]. 

2) Siehe den eben genannten Vortrag von G. Embden, sowie 
G. Embden u. M. Zimmermann, Diese Zs. Bd. 167, S. 137 (1927). 

3) J. Parnas u. W. Mozolowski, Klin. Ws., Jg. 6, $.998 (1927) 
und Biochem. Zs. Bd. 184, S. 399 (1927). 

4) K.L. Gad-Andersen, Jl. of Biol. Chem. Bd. 39, S. 287 (1919), 
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war Ammoniakbildung beim Absterben des Muskels beobachtet 
worden. 

Ahnlich wie die Phosphorsiiureabspaltung aus Lactacidogen 
gelangt also auch die Ammoniakabspaltung aus Adenosin- 
phosphorsaure einerseits bei der Tatigkeit und der Ermiidung’) 
und andererseits beim Absterben zur Beobachtung, und es lag 
daher angesichts der bereits betonten nahen Verwandtschaft 
zwischen Ermiidung und Absterben die Frage nahe, ob die 
Ammoniakbildung im Bre: aus trainierten Muskeln ebenso wie 
die Bildung anorganischer Phosphorsaiure gegeniiber jener im 
untrainierten Muskel verlangsamt ist. 

Ich habe ganz entsprechend den oben geschilderten Kon- 
trollversuchen zunichst den Verlauf der Ammoniakbildung bei 
nicht vorbehandelten Tieren unter Verwendung des Breis aus 
dem linken und rechten Musculus biceps femoris verfolgt. Der 
Brei wurde bei 0° (Kinstellen der GefaiBe in Eiswasser) auf- 
bewahrt. Nach 15 Minuten, 1, 2, 3 und 4 Stunden wurden 
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Fig.4. Versuch19. Verlauf der Ammoniakabspaltung beim Aufbewahren von Muskelbrei 
eines nicht vorbehandelten Tieres. 

Brei aus dem rechten Musculus biceps femoris. 

—_— Brei aus dem linken Musculus biceps femoris. 





1 G. Embden, Klin. Ws., Jg. 6, S. 628 (1927). 
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gleichzeitig in einander entsprechenden Anteilen des Breis aus 
den beiderseitigen Muskeln Bestimmungen des Ammoniakgehalts 
vorgenommen. ?) 

Der Verlauf des Versuches geht aus Fig.4 hervor, in der 
der Gang der Abspaltung im Brei aus dem rechten Muskel 
durch eine ausgezogene, derjenige aus dem linken Muskel durch 
eine gestrichelte Linie dargestellt ist. Wie man sieht, findet 
— ganz entsprechend den von Gad-Andersen erhobenen 
Befunden — beim Absterben eine betriachtliche Bildung von 
Ammoniak wihrend der ersten 4 Stunden nach dem Tiode des 
Tieres statt. Wahrend der Ammoniakgehalt 15 Minuten nach 
dem Tode des Tieres (so friih wie méglich nach der Gewin- 
nung des Breis) untersucht, rechts 2,2 mg-°/,, links 2,0 mg-°/, 
betrigt, ist er nach 4 Stunden rechts auf 9,7 mg-°/,, links auf 
10,8 mg-°/, angestiegen, und auch bei den 1, 2 und 3 Stunden 
nach dem Tode angestellten Untersuchungen wurde beiderseits 
stets ein sehr ahnlicher Gehalt (links immer ein wenig héher) 
gefunden. 

In 5 Vergleichsversuchen am trainierten und untrainierten 
Biceps stellte sich iibereinstimmend heraus, daB bei Auf- 
bewahrung des Muskelbreis unter verschiedenartigen Temperatur- 
bedingungen, die im Kinzelnen aus Stab 13 der Tab. 3 hervor- 
gehen, die Ammoniakabspaltung auf der trainierten Seite stets 
wesentlich langsamer erfolgte, wobei die beobachteten Unter- 
schiede immer weit auBerhalb der Fehlergrenze der Bestim- 
mung lagen und zum Teil sehr betrachtlich waren. 

Das Ergebnis eines derartigen Versuches ist in Fig. 5 
graphisch dargestellt. 15 Minuten nach dem Tode des Tieres 
betrigt der Ammoniakgehalt auf der trainierten Seite 1,7 mg-°/,, 
auf der untrainierten Seite 3,2 mg-°/,. Dieser Unterschied ver- 
stirkt sich wahrend der Aufbewahrung zunichst immer mebkr. 
Nach 30 Minuten ist auf der trainierten Seite erst ein Am- 
moniakwert von 2,3 mg-°/,, auf der untrainierten ein solcher 





') Fiir die Ausfiihrung dieser und der im folgenden zu besprechen- 
den Ammoniakbestimmungen bin ich Herrn Dr. Gerhard Schmidt zu 
gréBtem Danke verpflichtet. Die genaue Schilderung der angewandten 
Bestimmungsmethode wird demnichst in dieser Zeitschrift erfolgen. 
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von 4,5 mg-°/, erreicht. Nach 60 Minuten zeigt der Brei aus 
dem trainierten Muskel kaum eine weitere Ammoniakvermeh- 
rung (2,5 mg-°/,), wihrend auf der untrainierten Seite ein An- 
stieg auf 7,9mg-°/, erfolgt ist. Nach 90 Minuten wird mit 
5,1 mg-°/, auf der trainierten, 13,6 mg-°/, auf der untrainierten 
Seite das Maximum der Differenz im Ammoniakgehalt er- 
reicht, doch ist der Unterschied auch am Schlusse des Ver- 
suches nach 240 Minuten (trainierte Seite 11,8 mg-°/,, untrai- 
nierte Seite 15,4 mg-°/,) noch iiberaus deutlich. Auf der un- 
trainierten Seite ist iibrigens bereits nach 120 Minuten das 
Ammoniakmaximum unter den gegebenen Bedingungen erreicht. 
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Fig, 5. Versuch 20. Verlauf der Ammoniakabspaltung beim Aufbewabren yon Muskelbrei 
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eines einseitig trainierten Tieres. 


————- _ Brei aus trainierter Muskulatur. 
———— Brei aus untrainierter Muskulatur. 


Der Verlauf der iibrigen Versuche geht im Kinzelnen aus 
Tab. 3 hervor. Wenn auch iiberall die langsamere Ammoniak- 
abspaltung auf der trainierten Seite aufs deutlichste in die 
Erscheinung trat, so war im Ejinzelnen der Verlauf der Am- 
moniakbildungskurve nicht iiberali so regelmaiBig wie in Ver- 
such 20 (siehe namentlich Versuch 21). Méglicherweise hing 
dies damit zusammen, daB beim einfachen Aufbewahren auf 
der eisgekiihlten Glasplatte, wie sie in diesem und noch einem 
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gleichzeitig in einander entsprechenden Anteilen des Breis aus 
den beiderseitigen Muskeln Bestimmungen des Ammoniakgehalts 
vorgenommen. ’) 

Der Verlauf des Versuches geht aus Fig. 4 hervor, in der 
der Gang der Abspaltung im Brei aus dem rechten Muskel 
durch eine ausgezogene, derjenige aus dem linken Muskel durch 
eine gestrichelte Linie dargestellt ist. Wie man sieht, findet 
— ganz entsprechend den von Gad-Andersen erhobenen 
Befunden — beim Absterben eine betriachtliche Bildung von 
Ammoniak wihrend der ersten 4 Stunden nach dem Tode des 
Tieres statt. Wahrend der Ammoniakgehalt 15 Minuten nach 
dem Tode des Tieres (so friih wie méglich nach der Gewin- 
nung des Breis) untersucht, rechts 2,2 mg-°/,, links 2,0 mg-°/, 
betragt, ist er nach 4 Stunden rechts auf 9,7 mg-°/,, links auf 
10,8 mg-°/, angestiegen, und auch bei den 1, 2 und 3 Stunden 
nach dem Tode angestellten Untersuchungen wurde beiderseits 
stets ein sehr ahnlicher Gehalt (links immer ein wenig héher) 
gefunden. 

In 5 Vergleichsversuchen am trainierten und untrainierten 
Biceps stellte sich iibereinstimmend heraus, daB bei Aut- 
bewahrung des Muskelbreis unter verschiedenartigen ’emperatur- 
bedingungen, die im Einzelnen aus Stab 13 der Tab. 3 hervor- 
gehen, die Ammoniakabspaltung auf der trainierten Seite stets 
wesentlich langsamer erfolgte, wobei die beobachteten Unter- 
schiede immer weit auBerhalb der Fehlergrenze der Bestim- 
mung lagen und zum Teil sehr betrachtlich waren. 

Das Ergebnis eines derartigen Versuches ist in Fig. 5 
graphisch dargestellt. 15 Minuten nach dem Tode des Tieres 
betragt der Ammoniakgehalt auf der trainierten Seite 1,7 mg-°/,, 
auf der untrainierten Seite 3,2 mg-°/,. Dieser Unterschied ver- 
stirkt sich wahrend der Aufbewahrung zunichst immer mehr. 
Nach 30 Minuten ist auf der trainierten Seite erst ein Am- 
moniakwert von 2,3 mg-°/,, auf der untrainierten ein solcher 





1) Fiir die Ausfiihrung dieser und der im folgenden zu besprechen- 
den Ammoniakbestimmungen bin ich Herrn Dr. Gerhard Schmidt zu 
gréBtem Danke verpflichtet. Die genaue Schilderung der angewandten 
Bestimmungsmethode wird demnichst in dieser Zeitschrift erfolgen. 
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von 4,5 mg-°/, erreicht. Nach 60 Minuten zeigt der Brei aus 
dem trainierten Muskel kaum eine weitere Ammoniakvermeh- 
rung (2,5 mg-°/,), wihrend auf der untrainierten Seite ein An- 
stieg auf 7,9mg-°/, erfolgt ist. Nach 90 Minuten wird mit 
5,1 mg-°/, auf der trainierten, 13,6 mg-°/, auf der untrainierten 
Seite das Maximum der Differenz im Ammoniakgehalt er- 
reicht, doch ist der Unterschied auch am Schlusse des Ver- 
suches nach 240 Minuten (trainierte Seite 11,8 mg-°/,, untrai- 
nierte Seite 15,4mg-°/,) noch iiberaus deutlich. Auf der un- 
trainierten Seite ist iibrigens bereits nach 120 Minuten das 
Ammoniakmaximum unter den gegebenen Bedingungen erreicht. 
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Fig. 5. Versuch 20. Verlauf der Ammoniakabspaltung beim Aufbewabren yon Muskelbrei 
eines einseitig trainierten Tieres. 


——_——— Brei aus trainierter Muskulatur. 
———— Brei aus untrainierter Muskulatur. 
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Tab. 3 hervor. Wenn auch iiberall die langsamere Ammoniak- 
abspaltung auf der trainierten Seite aufs deutlichste in die 
Erscheinung trat, so war im Kinzelnen der Verlauf der Am- 
moniakbildungskurve nicht iiberall so regelmaiBig wie in Ver- 
such 20 (siehe namentlich Versuch 21), Méglicherweise hing 
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Tabelle 3. 
1fj2{[3 [4 |5}6]7]|s8 | 9 [10] 1 | 12 13 
ZIE s + | Ammoniakgehalt in mg auf 100 g Muskulatur 
. £8 o 
413 ks Zeit in Minuten nach Tétung des Tieres Versuchs- 
z 3 ie | bedingungen 
o | 2 
S11" "113-90! 301 60] 90 | 120 180, ye B. 
ot... ee & oe aac a 
psp : a , 
20/75] T 1,7 |2,8/2,5| 5,1!) 7,9] 9,7/11,8) — | — | eisgekiihlte 
[15] U 8.2 | 4,5| 7,9 | 13,6 | 15,5 15,8 | 15,4 — | — | Glasplatte 
| 
| 
21/741 T 1,8 | —/4,5| — |10,0| 8,7) 14,6 11,4; — a 
(141) ¢ | U 1,9 | —|8,5| — | 18,1 14,9, 15,4 | 14,7) — _— 
22116) T 24 |—|2,7; — | 4,1 5,8 $6 | 1,0 — | Wasserbac 
[16]] & | U oo | —1abi— | Oe 9.6 11,5 | 13,5 vn 0° 
| | 
23 | 77} T 1,8 | —|2,2| 4,3) 3,6 4,5) 9,1; — | 12,4 | Wasserbad 
(17) ¢ | U 5,1 hie 8,6/ 10,1} 9,0 12,0; — | 13,8 14° 
| | 
24)78|7T 3,5 | —|5,5|/ — | 8,5} 12,4/18,6/ — | 15,9 | Wasserbad 
(isi ¢ | U 4,5 = 8,7| — |18,0116,4/ 16,8! — |184 13° 
i | 

















anderen Versuche erfolgte, in den verschiedenen Teilen des 
Breis gewisse Temperaturdifferenzen auftreten. Hierfiir spricht 
wenigstens, daB die Versuche 22, 23 und 24, in denen die 
Alterung des Breis bei von Versuch zu Versuch verschiedener, 
aber im einzelnen Versuch konstanter Temperatur erfolgte, 
einen recht regelmaiBigen Verlauf nahmen. 

Im ganzen geht jedenfalls aus den zuletzt besprochenen 
Versuchen hervor, daB die beim allmihlichen Absterben des 
Muskelbreis auftretende Ammoniakbildung unter gleichen Be- 
dingungen am Brei aus trainierten Muskeln weitaus langsamer 
als an dem aus untrainierten Muskeln sich vollzieht, eine Tat- 
sache, die in bestem Einklange mit der Anschauung steht, dab 
der trainierte Muskel langsamer abstirbt als der untrainierte. 





In Stab 12 der Tab. 3 sind fiir zwei Versuche die Ammoniakwerte 
angegeben, die im Muskelbrei nach 4 stiindigem Stehen bei 37° erreicht -- 
wurden. Hierbei waren annihernd je 2g Muskelbrei in je 10 ccm 
2°/, iger Bicarbonatlésung suspendiert. Wie man sieht, tibertrifft die 
unter diesen Bedingungen gefundene Ammoniakmenge, die ausnahmslos 
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héher ist als nach 4 stiindiger einfacher Alterung des Breis (vgl. die 
Staibe 10 und 12 in den Versuchen 23 und 24), auf der untrainierten 
Seite tiberall jene auf der trainierten Seite. Ich sehe davon ab, an diese 
zwei Befunde weitere Erérterungen anzukniipfen. 


In einer bereits erwihnten Veréffentlichung G. Embdens!) 
wurde darzutun versucht, daB im Augenblick der Muskel- 
kontraktion nicht eine Verschiebung der Reaktion nach der 
sauren, sondern eine solche nach der alkalischen Seite erfolgt. 

Wenn in meinen Versuchen einerseits der Kintritt der 
Totenstarre, die so oft und wohl mit Recht mit Nysten als 
letzte Kontraktion des Muskels angesehen wird, und anderer- 
seits die Abspaltung von Phosphorsiure aus Lactacidogen, 
sowie diejenige von Ammoniak aus Adenosinphosphorsiure am 
absterbenden trainierten Muskel verlangsamt ist, so stimmt 
dies Ergebnis mit der eben geiiuBerten Vorstellung iiber das 
Zustandekommen der Kontraktion aufs beste iiberein, denn 
sowohl die Phosphorsiureabspaltung wie die Ammoniakbildung 
miissen eine Verschiebung der Reaktion nach der alkalischen 
Seite bewirken. Die H-Jonenkonzentration im _trainierten 
Muskel, der langsamer starr wird, muB also eine aller Voraus- 
sicht nach hohere sein, wenigstens dann, wenn, wie es mehr- 
fach der Fall war, auch die Milchsiurebildung in diesem Brei 
gréBer als in jenem aus der untrainierten Muskulatur ist. 

Die eben besprochenen T'atsachen sind mit der Vorstellung 
durchaus vereinbar, dab ebenso wie fiir den Eintritt der Kon- 
traktion, so auch fiir jenen der T'otenstarre eine Verschiebung 
der Reaktion nach der alkalischen Seite von wesentlicher Be- 
deutung ist, und wenn tatsichlich haufig beim Absterben des 
Muskels eine Saiuerung (infolge des Auftretens von Milchsiure) 
beobachtet wurde, so liegt der Gedanke nahe, daB die T'oten- 
starre nicht infolge der Siuerung, sondern trotz der Siuerung 
des Muskels eintritt, um so mehr, wenn man in Uberein- 
stimmung mit friiher von Meyerhof und auch von Kmbden 
und seinen Mitarbeitern geiufSerten Vorstellungen annimmt, 
daB die Milchsdure sich nicht an den kontraktilen Elementen 
der intrafibrilliren Substanz, sondern im Sarkoplasma anhiuft. 





1) G. Embden, Klin. Ws., Jg. 6, S. 628 (1927). 
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Ubrigens tritt ganz in Ubereinstimmung mit diesen Vor- 
stellungen die Totenstarre an waihrend des Lebens stark er- 
miideten Kaninchenmuskeln oder nach Strychninkrampfen be- 
sonders schnell ein, unter Umstinden, in denen es kaum zu 
postmortaler Milchsdurebildung kommt, in denen die Phos- 
phorsiureabspaltung aus Lactacidogen') (und vielleicht auch 
die Ammoniakabspaltung?) aber beschleunigt ist. 


Zusammenfassung. 


Im Anschlu8 an die in einer vorangegangenen Mitteilung 
festgestellten Verschiedenheiten in der chemischen Zusammen- 
setzung 6fters faradisierter und nicht faradisierter Muskeln des 
gleichen Tieres konnten mehrere Unterschiede im biologischen 
Verhalten des Breis aus ,,trainierter“ und_.,untrainierter“ 
Muskulatur aufgefunden werden: 

1. Bei Aufbewahrung auf der eisgekiihlten Glasplatte und 
auch bei etwas hodherer, konstant gehaltener Temperatur er- 
folgt die Abspaltung von anorganischer Phosphorsiure im trai- 
nierten Muskel weitaus langsamer als im untrainierten. 

2. Ebenso tritt die Abnahme der Fahigkeit zur Synthese 
von Hexosediphosphorsiure unter Einwirkung von Natrium- 
fiuorid in glykogenhaltiger Natriumbicarbonatlésung beim Altern 
des Breis aus dem trainierten Biceps weitaus langsamer ein 
als unter den gleichen Bedingungen in jenem aus dem un- 
trainierten gleichen Muskel der anderen Seite. 

3. Die Totenstarre tritt am trainierten Muskel spiter als 
am untrainierten Muskel auf. Dies konnte zum Teil an iso- 
lierten Muskeln beobachtet werden, zum Teil kam es auch in einer 
charakteristischen, ohne weiteres sicht- und fiihlbaren Anderung 
des physikalischen Zustandes des Muskelbreis zum Ausdruck. 

4. Der Verlauf der Milchsiurebildung im Muskelbrei wurde 
nur dreimal untersucht und die hier beobachteten Unterschiede 
reichen noch nicht zur Erkennung einer bestimmten Gesetz- 
miBigkeit aus. 





1) G. Embden, E. Schmitz u. P. Meineke, Diese Zs. Bd. 118, 
S. 10 (1921); G. Schmidt, Diese Zs., demniichst zu verdéffentlichende 
Arbeit. 
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5. Ganz abnlich wie die Phosphorsiurebildung war auch 
die Ammoniakbildung im Brei aus trainierter Muskulatur sehr 
stark verlangsamt. 

6. Die Phosphorsiureabspaltung aus Lactacidogen, die 
Ammoniakabspaltung aus Adenosinphosphorsiiure — welch letz- 
tere bisher als einzige ammoniakbildende Substanz des Muskels 
erkannt werden konnte —, sowie die Abnahme der Fahigkeit zum 
Aufbau von Hexosephosphorsiure unter bestimmten ionalen 
Hinwirkungen sind Vorginge, die einerseits bei der Ermiidung 
und andererseits beim Absterben der Muskulatur zur Beob- 
achtung gelangen, nur da sie bei der Ermiidung reversibel, 
beim Absterben aber irreversibel sind. Die nahe Verwandt- 
schaft zwischen Ermiidung und Absterben kommt in den Ver- 
suchen der vorliegenden Arbeit darin zum Ausdruck, daB der 
schwerer ermiidbare, gleichsam ermiidungsfernere trainierte 
Muskel langsamer abstirbt als der untrainierte. Der verspiitete 
Kintritt der Totenstarre, die verlangsamte Abspaltung von an- 
organischer Phosphorsiure und Ammoniak, der weit spater 
eintretende Verlust der Synthesefahigkeit fiir Hexosephosphor- 
siiure sind gleichermaBen als Anzeichen einer gréBeren Lebens- 
zihigkeit des Breis aus trainierten Muskeln anzusehen. 

Wir diirfen namentlich auch angesichts der in der voran- 
gehenden Untersuchung von Kmbden und Habs beschrie- 
benen chemischen Unterschiede zwischen trainierter und un- 
trainierter Muskulatur und der unaufléslichen Verbindung, die 
waihrend des Lebens zwischen chemischen und kolloidischen 
Vorgingen allem Anschein nach besteht, wohl annehmen, dai 
das Training zu tiefgreifenden Veriinderungen in der Kolloid- 
struktur der Muskeln fiihrt, die ebenso wie in verschiedenen 
ohne weiteres feststellbaren Unterschieden in der chemischen 
Zusammensetzung, so auch in verlangsamtem Ablauf des Ab- 
sterbevorgangs ihren Ausdruck finden. 



















Uber die Sulfonierung von Aminosiuren und Polypeptiden. I. 
Von 
Paul Baumgarten. 


(Aus dem Chemischen Institut der Universitét Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 31. August 1927.) 


Bei der Erforschung der EiweiBstotfe kann die Sulfonie- 
rung ein wertvolles Hilfsmittel werden, falls es gelingt, Sulfo- 
gruppen ohne Verinderung des chemischen Baues in das Ki- 
weilmolekil einzufiigen. Eine Methode der Sulfonierung unter 
mildesten Bedingungen steht nun in der vor kurzem beschrie- 
benen Arbeitsweise*), welche die N-Pyridinium-sulfonsaure, 


C,H,NC $0.” als sulfonierendes Agens verwendet, zur Ver- 


figung. Wie die Versuche zeigten, verfehlt das Verfahren 
seine Wirkung auf dem Gebiete der HKiweiBstoffe nicht: 
auch diese sind sulfonierbar. 

Bevor aber in das Studium der Sulfonierung der eigent- 
lichen EiweiBstoffe eingetreten wird, soll die Sulfonierung ihrer 
Bausteine, der Aminosiuren, Polypeptide und Dioxo- 
piperazine, ausreichend untersucht werden. Einen ersten, 
vorliufigen Beitrag hierzu liefert die vorliegende Mitteilung, 
in welcher die Sulfonierungen einiger Aminosiuren, des 
Glykokolls, des Cystins und des Tyrosins, sowie des 
einfachsten Polypeptids, des Glycyl-glycins, beschrieben 
worden sind. 

Die Sulfonierung der erwahnten Stoffe wurde mit Hilfe 
der N-Pyridinium-sulfonsiure, welche aus Pyridin und 


1) P, Baumgarten, Chem. Ber. Bd. 59, 8. 1976 (1926). 














Uber die Sulfonierung von Aminosiuren und Polypeptiden. I. 63 


Schwefeltrioxyd bzw. Chlor-sulfonsiure, deren Estern oder Sul- 
furylchlorid entsteht’), in waBriger, eisgekihlter Liésung aus- 
gefihrt, und zwar muBte infolge der besonderen Natur der 
Aminosduren in alkalischer Lésung gearbeitet werden. Man 
verwandte kohlensaures Alkali — Alkalihydroxyd reagiert auch 
in der Kalte mit N-Pyridinium-sulfonsiure — und wiahlte mit 
Riicksicht auf die Isolierung der zu erwartenden Salze der 
Sulfonsiuren Kaliumcarbonat. 

Die Arbeitsweise ist derart, daB die Aminosiure oder 
das Polypeptid mit der N-Pyridinium-sulfonsiure in 
einer gektithlten Lésung von Pottasche in Wasser ge- 
schiittelt wird, bis die Pyridinium-sulfonsiure verbraucht ist. 
Zur Isolierung der sulfonierten Verbindung wird erst mit 
Essigsiure neutralisiert, um Kaliumcarbonat in alkohollésliches 
Kaliumacetat umzuwandeln, und dann mit Alkohol gefillt. 
Zuerst mit wenigen Kubikzentimetern, um Kaliumsulfat, welches 
durch Zersetzung der Pyridinium-sulfonsiiure durch Kalium- 
carbonat in geringerer Menge entstanden ist, auszuscheiden, 
darauf mit der hinreichenden Menge Alkohol zur Ausfillung 
des Kaliumsalzes der sulfonierten Aminosiure. Man 
erhilt so reine Praparate, welche durch Lésen in verdiinntem 
Alkohol und Ausfillen analysenrein werden. 

Die Sulfogruppe tritt in allen Fallen an den Stick- 
stoff der Aminogruppe. So entsteht aus Glykokoll das 
Salz emer N-Glycin-sulfonsiure, aus Cystin das Salz einer 
N,N’-Cystin-disulfonsaiure. Enthalt die Aminosiure eine 
freie Oxygruppe, so wird auch diese sulfoniert; aus Tyrosin 
wird das Kaliumsalz einer O,N-Tyrosin-disulfonsiure er- 
halten. Bei den Polypeptiden nimmt nur die freie Amino- 
gruppe, nicht der Acyl-amid-Stickstoff eine Sulfogruppe 
auf. Das Glycyl-glycin liefert daher nur das Salz einer 
N-Glycyl-glycin-monosulfonsaure. 

Das Kaliumsalz der sulfonierten Aminosiure direkt zu 
isolieren, gelingt nach der bei den hier beschriebenen Ver- 


1) P. Baumgarten, Chem. Ber. Bd. 59, S. 1166 (1926); Bd. 60, 
S. 1174 (1927). 
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Bei der Erforschung der Eiweibstoffe kann die Sulfonie- 
rung ein wertvolles Hilfsmittel werden, falls es gelingt, Sulfo- 
gruppen ohne Verinderung des chemischen Baues in das Ki- 
weibmolekil einzufiigen. Eine Methode der Sulfonierung unter 
mildesten Bedingungen steht nun in der vor kurzem beschrie- 
benen Arbeitsweise'), welche die N-Pyridinium-sulfonsiure, 
C,H,NC a als sulfonierendes Agens verwendet, zur Ver- 
fiigung. Wie die Versuche zeigten, verfehlt das Verfahren 
seine Wirkung auf dem Gebiete der KiweiBstoffe nicht: 
auch diese sind sulfonierbar. 

Bevor aber in das Studium der Sulfonierung der eigent- 
lichen KiweiBstoffe eingetreten wird, soll die Sulfonierung ihrer 
Bausteine, der Aminosiiuren, Polypeptide und Dioxo- 
piperazine, ausreichend untersucht werden. Einen ersten, 
vorlaufigen Beitrag hierzu liefert die vorliegende Mitteilung, 
in welcher die Sulfonierungen einiger Aminosiuren, des 
Glykokolls, des Cystins und des Tyrosins, sowie des 
einfachsten Polypeptids, des Glycyl-glycins, beschrieben 
worden sind. 

Die Sulfonierung der erwdhnten Stoffe wurde mit Hilfe 
der N-Pyridinium-sulfonsiure, welche aus Pyridin und 


1) P, Baumgarten, Chem. Ber. Bd. 59, 8.1976 (1926). 
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Schwefeltrioxyd bzw. Chlor-sulfonsiiture, deren Estern oder Sul- 
furylchlorid entsteht’), in waiBriger, eisgekihlter Lisung aus- 
gefiihrt, und zwar mute infolge der besonderen Natur der 
Aminosauren in alkalischer Lésung gearbeitet werden. Man 
verwandte kohlensaures Alkali — Alkalihydroxyd reagiert auch 
in der Kilte mit N-Pyridinium-sulfonsiure — und wihlte mit 
Riicksicht auf die Isolierung der zu erwartenden Salze der 
Sulfonsiuren Kaliumcarbonat. 

Die Arbeitsweise ist derart, daB die Aminosiure oder 
das Polypeptid mit der N-Pyridinium-sulfonsiure in 
einer gektthlten Lésung von Pottasche in Wasser ge- 
schiittelt wird, bis die Pyridinium-sulfonsiure verbraucht ist. 
Zur Isolierung der sulfonierten Verbindung wird erst mit 
Kssigsiure neutralisiert, um Kaliumcarbonat in alkohollésliches 
Kaliumacetat umzuwandeln, und dann mit Alkohol gefillt. 
Zuerst mit wenigen Kubikzentimetern, um Kaliumsulfat, welches 
durch Zersetzung der Pyridinium-sulfonsiure durch Kalium- 
carbonat in geringerer Menge entstanden ist, auszuscheiden, 
darauf mit der hinreichenden Menge Alkohol zur Ausfillung 
des Kaliumsalzes der sulfonierten Aminosiure. Man 
erhailt so reine Praparate, welche durch Lésen in verdiinntem 
Alkohol und Ausfillen analysenrein werden. 

Die Sulfogruppe tritt in allen Fallen an den Stick- 
stoff der Aminogruppe. So entsteht aus Glykokoll das 
Salz einer N-Glycin-sulfonsaiure, aus Cystin das Salz einer 
N,N’-Cystin-disulfonsaure. Enthalt die Aminosiure eine 
treie Oxygruppe, so wird auch diese sulfoniert; aus Tyrosin 
wird das Kaliumsalz einer O,N-Tyrosin-disulfonsiure er- 
halten. Bei den Polypeptiden nimmt nur die freie Amino- 
sruppe, nicht der Acyl-amid-Stickstoff eine Sulfogruppe 
auf. Das Glycyl-glycin liefert daher nur das Salz einer 
N-Glycyl-glycin-monosulfonsaure. 

Das Kaliumsalz der sulfonierten Aminosaiure direkt zu 
isolieren, gelingt nach der bei den hier beschriebenen Ver- 


1) P. Baumgarten, Chem. Ber. Bd. 59, S. 1166 (1926); Bd. 60, 
S. 1174 (1927). 
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suchen ausgetibten Arbeitsweise nur beim Glykokoll und beim 
Tyrosin. Bei der Sulfonierung des Cystins und des Glycyl- 
glycins bilden sich zwar auch die Kaliumsalze der N,N’- 
Cystin-disulfonsiure und der N-Glycyl-glycin-sulfon. 
siure, doch liegen diese als Molekilverbindungen mit 
nicht sulfoniertem Cystin bzw. freiem Glycyl-glycin vor. 
Der Bau dieser Verbindungen ist in beiden Fallen der gleiche: 
auf 4 Mol. des Kaliumsalzes der Sulfonsiure kommen 1 Mol. 
des freien, nicht sulfonierten Cystins oder Glycyl-glycins 
4(KOOC-CH(NH-SO,K)-CH,-S—], + (HOOC-CH(NH,)-CH, -S—}, 
und 
4KSO,-NH-CH,-CO-NH-CH,-COOK 
+ NH,-CH,-CO-NH-CH,-COOH + 5H,0. 

Die Bindungsverhiltnisse in den Molekiilverbindungen mit 
nicht sulfonierter Aminosiiure sind bisher nicht genauer unter- 
sucht worden. Durch 1—2maliges Fallen aus den Lésungen 
in verdiinntem Alkohol mit absolutem Alkohol lieB sich die 
Aminosiurekomponente nicht abscheiden. Es ist anzunehmen, 
daB sie sich bei weiterer Behandlung der Molekilverbindung 
mit Pyridinium-sulfonsiure ebenfalls sulfonieren laBt. 

Die erhaltenen Praparate sind saimtlich in Wasser leicht 
léslich, zum Teil sind sie so hygroskopisch, daB sie an der 
Luft in ganz kurzer Zeit zerflieBen. Ihre wiBrigen Lé6- 
sungen sind bestindig, auch in der Hitze, solange die 
Reaktion alkalisch bleibt. In saurer Liésung aber tritt 
Hydrolyse unter Abspaltung von Schwefelsiure ein, lang- 
sam in der Kialte, schneller in der Hitze. Die freien Siduren 
werden also hydrolytisch gespalten. Ihre Bestindigkeit ist 
aber wechselnd. So wird besonders die N-Glycin-sulfonsiure 
erst nach sehr langem Kochen vollig hydrolytisch zerlegt, wiih- 
rend Cystin- und Tyrosin-disulfonsiure schon beim Erhitzen 
nach einigen Minuten ihre Sulfogruppen quantitativ als Schwefel- 
siure abgeben. 

Die relativ groBe Bestindigkeit der N-Glycin-sulfon- 
siure, welche annihernd derjenigen der aliphatisch substitu- 
ierten Sulfamidsiuren entspricht, ermdglicht es auch, die freie 
Saure zu isolieren. Man zerlegt zu diesem Zweck das 
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Kaliumsalz mit der berechneten Menge Perchlorsiure und 
dunstet das Filtrat vom Kaliumperchlorat im Vakuum ein. 
Man erhilt so die N-Glycin-sulfonsiure in farblosen Kry- 
stallen, die mit '/, Mol. Wasser krystallisieren. 

Uber die weiteren Kigenschaften der Sulfonsiuren und 
ihrer Salze und iiber den allgemeinen Ausbau der Methode 
zur Sulfonierung von Aminosiuren wie auch von Hiweilstoffen 
hoffe ich an Hand eines gréBeren Materials bald berichten 
zu k6nnen. 


Beschreibung der Versuche. 


Kaliumsalz der N-Glycin-sulfonsaure, 
KSO,-NH-CH,-COOK + H,0. 


3g Glykokoll und 7g Pottasche werden in 30 cem Wasser 
gelést, die Lésung in einer Eis—Kochsalzmischung gekiihlt und mit 8 g 
N-Pyridinium-sulfonséiure, welche kurze Zeit auf Ton getrocknet 
worden war, ungefahr 45 Minuten geschiittelt. Das Schiittelgefi wird 
hin und wieder in der Kiltemischung gekiihlt, so daB die Reaktions- 
fliissigkeit stets unter Zimmertemperatur bleibt. Die Pyridinium-sulfon- 
siiure geht langsam in Lésung, es bildet sich Pyridin, und bei weiterem 
Fortschreiten der Reaktion wird Kohlensiiure frei. Man hért mit dem 
Schiitteln auf, sobald fast die ganze Pyridinium-sulfonsiure verbraucht 
ist, filtriert und engt das Filtrat auf dem Wasserbade etwas ein. Es 
krystallisieren Kaliumearbonat und Kaliumsulfat aus, von denen abfil- 
triert wird. Nun wird das Filtrat mit Essigsiiure gerade angesiiuert — 
gegen Lackmus — und mit Alkohol versetzt. Anfangs fillt das Kalium- 
salz 6lig aus, erstarrt aber bald zu einem weiBen Salz. Es wird ab- 
gesaugt, mit Alkohol und Ather nachyewaschen. Ausbeute 6,5 g, das 
sind 65°/, der theoretisch zu erwartenden Menge. Das Salz ist spuren- 
weise mit Kaliumsulfat und etwas mit Glykokoll verunreinigt. Zur voll- 
kommenen Reinigung wird in der 6 fachen Menge verdiinntem Alkohol 
(40 Vol.-Proc.) gelést, filtriert und bis zur beginnenden Krystallisation 
eingedampft. Die ausgeschiedenen Krystalle sind bereits véllig sulfat- 
frei und werden bei nochmaligem Umkrystallisieren auch von dem sie 
verunreinigenden Glykokoll befreit. Man erhilt farblose, harte, kérnige 
Krystalle, welche ihr Krystallwasser beim Trocknen im Vakuum auch 
bei Temperaturen um 125° kaum verlieren. Beim Erhitzen auf 150° be- 
ginnt Zersetzung unter Verfiirbung. 

Die Kohlenstoffbestimmung wurde hier wie auch bei den 
iibrigen Priiparaten auf fliissigem Wege nach der modifizierten Mes- 
singerschen Methode ausgefiihrt, welche gegeniiber der Verbrennung 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXXI. 5 
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im Chromatrohr eindeutige Werte lieferte. Zur Analyse gelangte die 
lufttrockene Substanz. 
0,1830 g Substanz gaben 0,0650 g CO,. 


0,2331 g si » 11,95 cem N (28°, 739 mm, korr.). 
‘ 0,2535g 4, , 0,2417 g BaSO. 
0,2162g ,, » 00,1525 g K,SO,. 
C,H,O,NSK, + H,O (249,31). 
Ber. C 9,63%, N 5,62°/, S 12,86°/, K 31,37%, 
Gef. ,, 9,69 5» 9,65 » 1840 »» 31,65 


Die Substanz ist in Wasser leicht léslich. Die wiBrige Lisung 
reagiert gegen Lackmus schwach alkalisch. Mit verdiinnten Loésungen 
von Schwermetallsalzen gibt sie keinen Niederschlag. Mit Bariumchlorid 
faillt auch in saurer Lésung kein Sulfat. Erst beim Kochen erfolgt 
langsam Ausfillung; sofort tritt sie indessen nach Zugabe von Ammo- 
niumnitrit ein. Auf diese Art wurde die Schwefelbestimmung durch- 
gefiihrt. 

N-Glycin-sulfonsaure, 
HSO,-NH-CH,-COOH + } H,0. 

8 g des vorstehend beschriebenen Kaliumsalzes — in gesittigter, 
wiBriger Lésung — werden unter Eiskiihlung mit 30,5 eem Perchlor- 
siiure (0,216 g/eem) versetzt. Man laBt einige Zeit auf Eis stehen, saugt 
vom Kaliumperchlorat ab und dunstet im Vakuumexsiccator iiber Schwefel- 
siure ein. Die ausgeschiedenen farblosen Krystalle werden abgesaugt 
und auf Ton an der Luft getrocknet. Ausbeute 4g. Die Substanz 
zersetzt sich unter starkem Aufbliihen bei 132° (unkorr.). 

Zur Analyse war im YVakuum iiber Phosphorpentoxyd getrocknet 


worden. 
0,1953 g Substanz gaben 0,1045 g CO, (fliissige Verbrennung). 
0,1600 g . »  0,0526gH,O(Verbrennungim Chromatrohr). 
0,1883 ¢g " » 14,55 eem N (23° 742 mm, korr.). 
0,1535 ¢g - - 0,2186 ¢g BaSOQ,. 
C,H;0;NS + 4+ H,O (164,12) 
Ber. © 14,62°/, H 3,69°/, N 8,54, S 19,53%/, 
Gef. ,, 14,59 » 3,68 » 8,58 y 19,56. 


Die Substanz ist in Wasser nnd Alkohol leicht léslich. Beim 
Lésen in Alkohol scheint bereits teilweise Zersetzung einzutreten. 


Verbindung des Kaliumsalzes der N-Glycyl-glycin-sulfonsaure 
mit Glycyl-glycin, 
4 KSO,-NH-CH,-CO-NH-CH,-COOK + NH,-CH,-CO-NH-CH,-COOH 
+ 5H,0. 


Man lost 3g Glycyl-glycin und 3,5 g Pottasche in 20 ccm 
Wasser und schiittelt die gekiihlte Lésung ungefiihr 1 Stunde mit 4,2 ¢ 
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N-Pyridinium-sulfonsiure, wobei das Reaktionsgefi8 hin und 
wieder in Kiiltemischung gekihlt wird. Die von nicht umgesetzter 
Pyridinium-sulfonsiure abfiltrierte Lésung wird mit Essigsiure schwach 
angesiuert und mit 20 ccm absolutem Alkohol versetzt. Hierdurch wird 
die Hauptmenge des Kaliumsulfates abgeschieden. Aus dem Filtrat 
wird nun durch Zugabe von 70 cem absolutem Alkohol das Produkt der 
Sulfonierung gefiillt. Aufangs 6lig, erstarrt es beim Reiben bald zu 
einem weiBen, krystallinen Pulver. Man beliS8t es nur kurze Zeit in 
der alkoholischen Lésung, um Mitfallen von reinem, nicht sulfoniertem 
Glyeyl-glycin méglichst zu verhindern, saugt ab und wiischt erst mit 
Alkohol, dann mit Ather nach. So erhilt man ein nur geringfiigig 
durch Sulfat verunreinigtes, schwach hygroskopisches Priiparat in einer 
Ausbeute von 3,6 g, 58°/, d. Th. entsprechend. Zur weiteren Reinigung 
wird die Substanz in der 3 fachen Menge verdiinntem Alkohol (30 Vol.-°/,) 
gelést und die Liésung nach dem Filtrieren mit absolutem Alkohol ver- 
setzt. Die Verbindung ist dann analysenrein und verindert durch aber- 
malige Fillung aus verdiinntem Alkohol ihre Zusammensetzung nicht. 
0,2850 g Substanz gaben 0,1810 g CO,. 


0,1782 g ‘a » 17,1 ceem N (29°, 737 mm, korr.). 
0,2322 g ” »  0,1594 g BaSQ,. 
0,1984 g . »  0,1005 g K,SO,. 


C,,H5,007N,,9,4K, + 5 H,O (1875,5) 

Ber. C 17,45, N 10,19°/, S 9,32, K 22,74 

Gef. ,, 17,60 », 10,01 5, 9,43 » 22,03. 

Das Krystallwasser konnte nicht direkt bestimmt werden, da 
es sehr fest gebunden ist und auch nach mehrstiindigem Trocknen im 
Vakuum iiber Phosphorpentoxyd bei 110° nicht abgegeben wird. Die 
Anzahl der in der Verbindung vorhandenen Wassermolekiile wurde auf 
Grund des Analysenergebnisses errechnet, wobei der Wert 5 einiger- 
maBen willkiirlich bleibt, wenngleich er auch die gréBte Wabhrschein- 
lichkeit fiir sich hat, da ja ein Mehr oder Weniger von 1 Mol.-Gew. 
Wasser die berechneten Werte nicht sehr wesentlich veriindert. 

Die Substanz ist in Wasser leicht léslich. Mit salzsaurer Barium- 
chloridlésung gibt sie beim Kochen allmihlich eine Fallung von Barium- 
sulfat; diese erfolgt auf Zugabe von Ammoniumnitrit sofort. 


Verbindung des Kaliumsalzes der N, N’-Cystin-disulfonsaure 
mit Cystin, 


4 [KOOC-(KSO,-NH)CH-CH,-S}, + [HOOC-(NH,)CH-CH,-S},. 
4g 1-Cystin (aus Haaren) werden mit einer gekihlten Loésung 
von 5g Pottasche in 25 eem Wasser, worin sich das Cystin nur teil- 
weise list, und 6g N-Pyridinium-sulfonsaiure unter zeitweiser 
Abkiihlung ungefiihr 1 Stunde geschiittelt. In der zweiten halben Stunde 
5 * 
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werden zur Beschleunigung des Umsatzes nochmals 5 g Pottasche in 
der Reaktionsfliissigkeit gelést. Nachdem Pyridinium-sulfonsiure und 
Cystin fast ginzlich verbraucht sind, wird davon abgesaugt und das 
Filtrat mit Essigsiure neutralisiert. Hierbei fallt wenig Cystin aus. Man 
versetzt gleich mit 20 cem absolutem Alkohol, um Kaliumsulfat abzu- 
scheiden, filtriert und gibt nun 100 cem absoluten Alkohol hinzu. Die 
Substanz fallt dlig aus und erstarrt auch nach 2stdg. Stehen nicht. 
Man dekantiert deshalb die iiberstehende Fliissigkeit ab und verreibt 
den dligen Riickstand mit absolutem Alkohol. Bei 1—2 maliger Wieder- 
holung dieser Behandlungsweise ist dann das Ol zu einem etwas gelb- 
stichigen, krystallinen Pulver erstarrt, welches abgesaugt, mit Alkohol 
nachgewaschen und noch alkoholfeucht in einen Exsiccator tiber Phos- 
phorpentoxyd gebracht wird. Ausbeute 4,5 g, d.s. 56°/, d. Th. Das 
so gewonnene Produkt ist noch etwas verunreinigt. Zur Reinigung wird 
in der ungefiihr 3 fachen Menge verdiinntem Alkohol (30 Vol.-°/,) gelést, 
vom Ungeldésten abfiltriert und die Verbindung aus dem Filtrat mit 
absolutem Alkohol wieder ausgefallt. Da sie sich dlig abscheidet, so 
muB sie in bereits beschriebener Weise mit frischem Alkohol verrieben 
werden, bis sie erstarrt. Sie ist nunmehr analysenrein, entha't Sulfat 
nur spurenweise und wird durch nochmaliges Lésen in verdiinntem 
Alkohol und Ausfiillen in ihrer Zusammensetzung nicht veriindert. 

Die 24 Stunden im Vakuumexsiccator getrocknete Substanz nimmt 
beim weiteren Steben im Vakuum iiber Phosphorpentoxyd langsam an 
Gewicht ab. Zur Analyse wurde deshalb im Vakuum iiber Phosphor- 
pentoxyd bei 100° bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. Bei der Schwefel- 
bestimmung wurde nicht der Gesamtschwefel ermittelt, sondern nur der 
Schwefel der Sulfogruppen, welcher nach Hydrolyse der Verbindung in 
kochender, salzsaurer Loésung als Schwefelsiiure gefunden wird. 


0,1948 g Substanz gaben 0,1052 g CQ,. 


0,1596 g . » 7,85 cem N (27,5°, 736 mm, korr.), 
02501g _,, ,  0,1866 g BaSO,. 
0,3654 g rm »  0,2028 g K,SQ,. 


CyoH yOu gNyoSisKyg (2451,13) 
Ber. C 14,69°/, N 5,71°/, S, 10,46, K 25,52°/, 
Gef. ,, 14,73 1) Dy4l ,, 10,25 » 24,91. 
Die Substanz ist tiuBerst hygroskopisch. 


Kaliumsalz der 0, N-Tyrosin- disulfonsaure, 
KSO,-O-C,H,-CH,-CH(NH-SO,K)-COOK + C,H,-OH. 
4g 1-Tyrosin werden in einer eciskalten Lésung von 9 g Pott- 
asche in 40 cem Wasser mittels 8 g N-Pyridinium-sulfonsiure in 


bekannter Weise sulfoniert. Dauer des Schiittelns etwas iiber 1 Stunde. 
Es wird von nicht umgesetztem Tyrosin und der restlichen Pyridinium- 
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sulfonsiure abgesaugt, mit Essigsiure neutralisiert und gleich mit 60 ecm 
absolutem Alkohol versetzt. Hierdurech fillt nur Kaliumsulfat aus. Aus 
dem Filtrat wird jetzt das Kaliumsalz der Tyrosin-disulfonsiure 
mit 250 cem absolutem Alkohol ausgeschieden. Die zuerst dlige Masse 
erstarrt nach AbgieBen der iiberstehenden Fliissigkeit und Verreiben 
mit frischem absoluten Alkohol zu einem krystallinen Pulver. Dieses 
wird zweckmiiBig wieder in verdiinntem Alkohol (60 Vol.-°/,) aufgenommen 
und mit absolutem Alkohol aufs neue ausgefiillt. Man bringt das 
schnell abgesaugte Produkt noch alkoholfeucht zum Trocknen in einen 
Vakuumexsiccator. tiber Phosphorpentoxyd. Ausbeute rund 3g oder 
27°/, d. Th. 

Die Analysensubstanz wurde, da sie im Vakuumexsiccator iiber 
Phosphorpentoxyd stindig abnahm, im Vakuum bei 100° getrocknet. 

0,2740 g Substanz gaben 0,2715 g CO,. 


0,21384 g ‘ ,  5,8ecem N (28°, 736 mm, korr.). 
0.2295 ¢ ,  0,2027 g BaSO,. 
0,2110 g : , 00,1072 g K,SO,. 

C,H,O,NS,K, + C,H,O (501,54) 
Ber. C 26,32°/, N 2,799, S 12,78°/, K 23,399, 
Gef. ,, 27,02 > 2,98 » 12,18 ,, 22,80. 


Nach den gefundenen Analysendaten liegt eine Verbindung des 
Kaliumsalzes der Tyrosin-disulfonsiure mit 1 Mol. Alkohol vor. Der 
Alkohol als solcher wurde nicht bestimmt. 

Die Substanz ist tiuBerst hygroskopisch. Auer in Wasser ist sie 
auch in verdiinntem Alkohol leicht léslich. In salzsaurer Loésung wird 
sie in der Kiilte langsam, in der Hitze schnell zu Schwefelsiure und 
Tyrosin hydrolysiert. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft 
danke ich fiir die Unterstiitzung dieser Arbeit bestens. 








Zur Kenntnis der Pepsinwirkung. 


(11. Mitteilung zur Spezifitat tierischer Proteasen.) 
Von 
Ernst Waldschmidt-Leitz und Gerhard Kiinstner. 


(Aus dem Chemischen Laboratorium der Bayerischen Akademie der Wissenschaften in 
Miinchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 1. September 1927.) 





Die Frage nach der spezifischen Wirkungsweise des Pep- 
sins scheint im Rahmen der EiweiBforschung besondere Be- 
achtung zu verdienen. Wahrend die Wirkung aller anderen 
untersuchten proteolytischen Enzyme, so von Trypsin, Trypsin-— 
Kinase, Papain—Blausiiure oder Erepsin, lediglich in der Auf- 
lésung von Siureamidbindungen zum Ausdruck kommt), sind 
die Angaben der Literatur iiber den Mechanismus peptischer 
Hydrolysen viel weniger eindeutig. Der Erfahrung, iiber die 
K. Waldschmidt-Leitz und E. Simons?) berichtet haben, 
daB nimlich bei peptischer Verdauung der Quotient der frei- 
gelegten Carboxyle und Aminogruppen in vielen Fallen kon- 
stant = 1 gefunden wird, stehen die Beobachtungen von 
H. Steudel, J. Ellinghaus und A. Gottschalk*) und von 
H. Steudel und J. Ellinghaus*) entgegen, denen zufolge die 
Menge der beim peptischen Abbau gebildeten sauren Gruppen 
in fast allen Beispielen die der basischen weit iiberwiegen soll. 





1) E. Waldschmidt-Leitz, A. Schiffner u. W. Grassmann, 
Diese Zs. Bd. 156, S. 68, und zwar S. 72 ff. (1926); siehe auch R. Wil!- 
stitter, W.Grassmann u. O. Ambros, Diese Zs. Bd. 152, 8. 164, 
und zwar 8. 167 (1925/26). 

2) Diese Zs. Bd. 156, S. 114 (1926). 

8) Diese Zs. Bd. 154, S. 21 wu. 198 (1926). 

*) Diese Zs. Bd. 166, 8. 84 (1927). 
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Aus neueren Untersuchungen iiber peptische Hydrolysen von 
k. Felix und A. Harteneck') am Histon, sowie von H. H. 
Weber und H. Gesenius’) am Casein ergibt sich hingegen 
Aquivalenz von NH, und COOH. 

Die Bedeutung, die einer gesicherten Erkenntnis der Pep- 
sinwirkung fiir die Beurteilung der EiweiBstruktur zukommt, 
hat uns veranlabt, die angeschnittene Frage erneut und mit 
verbesserter analytischer Methodik zu priifen. Es hat sich 
ergeben, daB bei der peptischen Hydrolyse von vier unter- 
suchten typischen EiweiBstoffen, Kieralbumin, Casein, elatine 
und Histon, das Verhaltnis des Zuwachses an NH, und 
COOH konstant = 1 gefunden wird. Auch ist die Ursache 
der Abweichungen im Sinne stirkerer Carboxylzunahme, so 
nach einigen friiheren Angaben von EK. Waldschmidt-Leitz 
und KE. Simons’), die wir berichtigen, und auch, wie es scheint, 
in den Beobachtungen von Steudel, Ellinghaus und Gott- 
schalk, nunmehrerkannt. Sie besteht in einer unvollkommenen 
Erfassung der Eigenaciditit der unverinderten Substrate bei 
der alkalimetrischen Titration nach ihrer Fiallung, z. B. mit 
Alkohol; bei fortschreitender Hydrolyse der Substrate kann 
mit der verminderten Fiallbarkeit durch Addition der unberiick- 
sichtigten HKigenaciditiit, wie sich belegen liBt, ein scheinbar 
stiirkerer Zuwachs an sauren Gruppen vorgetiuscht werden. 

Die Konstanz des Quotienten NH, : COOH beim peptischen 
Abbau, die wir beobachten, steht in Kinklang mit neueren 
Ergebnissen von K. Felix‘) tiber die Hydrolyse von Histon, 
Gelatine und Himoglobin, wonach die Zunahme des Siure- 
und Basenbindungsvermégens in allen Fillen iquivalent ge- 
funden wird. Sie diirfte auch fiir die Hydrolyse alkohollés- 
licher Getreideproteine gelten, bei welcher E. Waldschmidt- 
Leitz und E.Simons5) noch Abweichungen beschrieben haben; 
das ungiinstige Léslichkeitsverhalten dieser Stoffe hat hier eine 





1) Diese Zs. Bd. 165, 5S. 103, und zwar 8. 105 (1927). 

*) Biochem. Zs. Bd. 187, 8S. 410, und zwar 8S. 429 (1927). 
5) Diese Zs. Bd. 156, S. 114, und zwar S. 117 (1926). 

4) Diese Zs., im Druck. 

Sa a O. 
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sichere Vermeidung analytischer Fehlerquellen noch nicht 
erlaubt. 

Die Feststellung, daB die Wirkung des Pepsins in der 
Sprengung von Sdureamidbindungen zum Ausdruck kommt, 
wird dahin zu erweitern sein, da sie sich auf diesen Vorgang 
beschrinkt; dies schlieBen wir aus der Tatsache, iiber die 
wir in einer Abhandlung ,,Fraktionierte enzymatische Hydro- 
lyse des Histons* demniichst berichten werden, daB die 
Leistung des Pepsins beim fraktionierten Abbau des Histons 
zu den Leistungen der anderen beteiligten Hnzyme, so von 
Trypsin, Trypsin—Kinase, Papain, Papain—Blausiure oder Erep- 
sin, in einfachen ganzzahligen Verhiltnissen steht.‘) Wir fihren 
aus dieser Arbeit hier eine Auswahl von Versuchen an, die 
die enzymatischen Leistungen von Pepsin, Trypsin, Trypsin- 
Kinase und Erepsin zu vergleichen erlaubt. 


Tabelle 1. 


Hydrolyse von Thymushiston durch Pepsin, Trypsin, Trypsin—Kinase, 
Erepsin; Reihenfolge und Leistung. 
(Hydrolyse von 0,20g Histonsulfat; Leistungseinheit angenommen, entspr. 
0.70 eem 0.2 n-COOH.) 








Reihenfolge Zuwachs (cem 0,2 n.) aaa 

der Enzyme COOH | NH, a 
Pepsin... . 075 | 0,76 1 
irypein . 1. 0,76 | 0,75 I 
Trypsin—Kinase . 2,75 2,75 4 
Erepsin . . . (2,70) (2,70) (4) 








Diese Erkenntnis vor allem, daB die Beteiligung des Pep- 
sins an der vollstandigen Hydrolyse eines Proteins zur Leistung 
der anderen Enzyme in einer einfachen Beziehung steht, daf 


1) Der Stillstand der enzymatischen Einwirkung wurde in jedem 
Falle durch die Wirkungslosigkeit weiterer Enzymzugabe sichergestellt; 
Hemmungen durch Spaltprodukte, welche falsche Gleichgewichte vorzu- 
tiuschen vermégen, wie sie von H. H. Weber und H. Gesenius 
(Biochem. Zs. Bd. 187, S. 410 (1927)] und auch von uns bei der Hydro- 
lyse des Caseins beobachtet worden sind, treten bei einfacheren Proteinen 
wie den Protaminen oder Histon gar nicht oder viel weniger hervor. 
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das Enzym einen einfachen Bruchteil der Siureamidbindungen 
des Molekiils hydrolysiert, scheint uns geeignet, seine Wirkung 
der besonderen Eigenart, die man ihr zuschrieb, zu entkleiden. 
Zudem hat es sich an dem vorliegenden Beispiel gezeigt, dab 
fir die vollstandige Aufspaltung des Histons das Pepsin ent- 
behrlich ist; diese wird auch durch kombinierte Kinwirkung 
von T'rypsin—Kinase und Erepsin allein bewirkt. 

Die Erkenntnisse iiber die spezifische Wirkungsweise des 
Pepsins, die unsere Beobachtungen vermitteln, fiigen sich zwanglos 
den Erfahrungen ein, die iiber die Spezifitit der tryptischen 
Kinzyme inzwischen gewonnen worden sind. Die Feststellung, 
daB tierisches wie pflanzliches Trypsin gewisse héhere Peptide 
hydrolysiert und da die Abgrenzung ihrer Spezifitiit gegeniiber 
der der ereptischen Enzyme durch die Anzahl und die Natur 
der vorhandenen Aminosiiurereste gegeben ist’), liefert fiir das 
Verstindnis der einfachen Verhialtnisse der enzymatischen 
Kinzelleistungen beim fraktionierten Abbau natiirlicher Proteine 
eine sichere und anschauliche Grundlage. Die SchluBfolgerung 
erscheint berechtigt, daB die Struktur der enzymatisch spalt- 
baren Proteine und die Verkniipfung ihrer Bausteine im wesent- 
lichen eine peptidartige ist. 


Versuche. 


Substrat- und Enzymlésungen. Zur Ausfiihrung ein- 
wandfreier Messungen war es erforderlich, mit Substraten in 
méglichst homogener Lisung zu arbeiten. Wahrend wir das 
Histonsulfat ohne besonderen Pufferzusatz, in verdiinnter Saiure 
gelést, anwandten, befolgten wir bei den iibrigen Substraten 
ein anderes Verfahren: 100 ccm z. B. 6°/,iger Lisung von Casein 
(in wenig verdiinntem Ammoniak), bzw. Kieralbumin, bzw. Gela- 
tine lie’ man langsam und unter Umschiitteln in das gleiche 
Volumen !/, mol. Citratpuffer von p,, = 1,2 einlaufen; in den 


so bereiteten Lésungen lieB sich die Aciditat der Substrate 


) Vgl. W. Grassmann, Diese Zs. Bd. 167, S. 202, und zwar 
S. 206 (1927) (Hefeproteasen); E. Waldschmidt-Leitz, W. Grass- 
mann u. H. Schlatter, Chem, Ber., Bd. 60, 8. 1906 (1927) (Pankreas- 
proteasen). 
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Tabelle 2. 


Hydrolyse von Histonsulfat. 
(4,0 g Histonsulfat + 0,250 g Pepsin, in 200 cem 0,1 n-HCl geldst; 30°; 
zur Analyse entnommen 10,0 cem (entspr. 0,20 g Histonsuifat); nach 
69 Stunden zu 144 ecm des Ansatzes erneut 0,20 g Pepsin in 20 cem 
0,1 n-HCl zugefiigt; Analysenprobe (10,0 cem) entspr. 0,176 g Histonsulfat. ) 
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Zeit 


Stdn. 


21 


69 (Leerb.) 
117 
141 














Aciditiit | Zuwachs} Amino- 
—_| stickstoff 

eem 0.2 n. mg 
7,15 — 3,56 
7,60 0,45 4,74 
7.70 | 0,55 4,95 
7,40 — 4,52 
7.60 0,20 5.15 
7,60 0.20 5,15 


Tabelle 3. 
Hydrolyse von Histonsulfat. 
(12,0 g Histonsulfat + 0,60 g Pepsin, in 600 cem 0,1 n-HCl gelést; 30°; 

zur Analyse entnommen 10,0 ecm (entspr. 0,20 g Histonsulfat). ) 


Zuwachs 


mg 


eem 0,2 n. 





Quotient 








Zeit 


Tage 


bo 





gr 


Aciditit | Zuwachs 


cem 0,2 n. 





7,10 _ 
7,70 0,60 
7,80 0,70 
7,80 0,70 


Amino- 
stickstoff 


mg 


3,32 
4,85 
5,17 


5,37 





Tabelle 4. 
Hydrolyse von Histonsulfat. 
(20,0 g Histonsulfat + 1,0g Pepsin, in 1000 cem 0,1 n-HCl gelést; 30°; 

zur Analyse entnommen 10,0 ccm (entspr. 0,20 g Histonsul fat). ) 


Zuwachs 
mg  j(cem 0,2 n. 








Quotient 
“NH, 
COOH 


ber. 








Zeit 


, 
Tage 





10 





Aciditiit | Zuwachs 


ecm 0,2 n. 





Amino- 
stickstoff |— 





7,10 


7,85 | 0,75 - 
7,85 | 0,75 








Zuwachs 


mé 


‘eem 0,2 n. 





Quotient 
NH, 
COOH 
ber. 
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Tabelle 5. 
Hydrolyse von Casein. 
(100 cem 6°/,iger Lésung von Casein (Hammarsten) + 100 cem 
1/, mol. Citratpuffer (py = 1,2) + 0,50 g Pepsin; py=2,8; 30°; zur Ana- 
lyse entnommen 10,0 cem (entspr. 0,30 g Casein.)) 























me tient 
Zeit Aciditiit | Zuwachs | Amino- Zuwachs — 
__|_____] stickstoff |— —n 
Std 0 9 = 19 COOH 
Stan. cem 0,2 n. mg mg eem 0,2 Nn poy 
0 10,20 — 4,14 —- | — — 
1 10,30 0,10 4,47 0,33 | 0,18 1,8 
4 10,60 0,40 5,17 1,03 | 0,37 0,98 
6 10,70 0,50 5,41 127 | 0,45 0,90 
24 10,90 0,70 5,85 1.71 | 0,61 0,90 
48 11,00 0,80 6,06 1,92 0,69 0,86 
96 11,30 1,10 7,00 2,86 1,02 0,93 
168 11,30 | 41,10 7,27 3,13 1,11 1,0 


Tabelle 6. 


Hydrolyse von Casein. 
(100 cem 6°/,iger Lésung von Casein (Hammarsten) + 100 ccm '/, mol. 
Citratputter (py = 1,2) + 1,0g Pepsin; py = 2,8; 30°; zur Analyse ent- 
nommen 10,0 ecm (entspr. 0,30 g Casein.)) 




















Feit Aciditiit | Zuwachs | Amino- Zuwachs — 
stickstoff | ———___________ COOH 
Stdn. eem 0,2 n. mg mg jcem 0,2 n} “por. 
0 10,20 — 3,40 ~ _ am 
0,5 10,30 0,10 3,93 0,53 0,19 1,9 
1 10,40 0,20 4,14 | 0,74 0,27 1,4 
2 10,60 | 0,40 444 $ 1,04 0,37 0,93 
4 10,80 | 0,60 493 f 1,53 | 0,54 0,90 
8 11,00 | 0,80 5,64 2,24 0,80 1,0 
24 11,20 | 1,00 6,32 2,92 1,04 1,0 
96 11,50 1,30 7,13 3,73 1,33 1,0 





nach dem Zusatz von Alkohol mit hinreichender Genauigkeit 
bestimmen. Das Enzympriparat (Pepsin, Merck, Brit. Pharm.) 
liste man gleichfalls in wenig 7/, mol. Citratpuffer auf. 
Ausfiihrung der Analysen. Zur Bestimmung der 
Aciditiit vermischten wir jeweils 10,0 ccm der Versuchsansitze 
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Tabelle 7. 


Hydrolyse von Casein. 
(100 cem 3°%,iger Lésung von Casein (Hammarsten) + 100 ccm 
'/, mol. Citratpuffer (py = 1,2) + 0,50 g Pepsin; 30°; zur Analyse ent- 
nommen 10,0 cem (entspr. 0,15 g Casein). ) 























Zeit Aciditit | Zuwachs| Amino- Zuwachs — 
. _| | stickstoff = anne 
Stdn. eem 0,2 n. me mg leem 0,2 n — 
=) 5 , ber. 
0 ~~ oe 2,28 ae -_ 
1 9,60 | 0,20 2,70 0,42 | 0,15 0,75 
4 9,75 | 0,85 3,30 1,02 | 0,36 1,0 
24 9,90 | 0,50 8,75 1,47 | 0,52 1,0 
96 9,95 | 0,55 3.80 152 | 0,54 1,0 
216 10,00 0,60 3,90 1,62 | 0,58 0,97 


Tabelle 8. 
Hydrolyse von Eieralbumin. 
(100 cem 6°/,iger Lésung von Eieralbumin (Kahlbaum) + 100 eem 
1/, mol. Citratpuffer (p;;=1,2) + 0,50 g Pepsin; pq = 2,2; 30°; zur Ana- 
lyse entnommen 10,0 cem (entspr. 0,30 g Eieralbumin).) 

















Zeit Aciditiit |Zuwachs | Amino- Zuwachs — 
soe = stickstoff _| —— 
Stdn. ecm 0,2 n. mg mg eem 0,2 n. — 
| er 
0 9,10 oe 1,69 si ee sae 
1 9,40 0,30 2,54 0,85 0,20 1,0 
2 9,50 0,40 2.77 1,08 0,39 1,0 
4 9,70 0,60 3,18 1,49 0,53 0,99 
24 10,20 1,10 4,81 3,12 1,11 1,0 
48 10,40 1,30 5,31 3.62 1,29 1,0 
96 10,55 1.45 5,74 4,05 1,45 1,0 
192 10,60 1,50 5,92 4,23 1,51 1,0 








mit 10ccm 96°/,igem Alkohol + 2,0ccm 0,5°/,iger alkohol. 
Thymolphthaleinlésung und titrierten zunichst bei dieser 
Alkoholkonzentration unter kraftigem Umschwenken mit 0,2 n- 
Lauge bis zu schwach blauem Farbton; dann fiigten wir 140 ccm 
siedenden 96°/, igen Alkohol hinzu (Alkoholkonzentration = 90°/,) 
und fiihrten die Titration, wieder bis zu schwach blauer Farbe, 
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zu Ende. Es gelingt so, das KiweiB aus den Lésungen durch 
den Alkchol in so feiner Verteilung (in Form einer Milch) aus- 
zufallen, daB die gesamte Aciditit der Ansiitze, z. B. in den 
Leeranalysen, sich ohne wesentlichen Fehler ermitteln 1:Bt. 

Die Bestimmung der freien Aminogruppen erfolgte durch 
10 Minuten lange EKinwirkung von salpetriger Siure nach van 
Slyke. 

Tabelle 9. 


Hydrolyse von Gelatine. 
(100 cem 6°/,ige Gelatinelésung (Goldgelatine) + 100 eem '/; mol. Citrat- 
puffer (py =1,2) + 1,0g Pepsin; py = 2,2; 30°; zur Analyse entnommen 
10,0 cem (entspr. 0,30 g Gelatine).) 

















Zeit Aciditit Zuwachs} Amino- Zuwachs oe 
= stickstoff |_—_—_— ————- COOH 
Stdn. eem 0,2 n. mg mg jceom0,2n.) por. 
0 9,20 ius 1,58 = | = = 
2 9,40 0,20 1,90 0,32 0,11 0,55 
4 9,40 0,20 2,11 0,58 | 0,19 0,95 
24 9,55 0,35 2,45 087 | 0,81 0,90 
48 9,60 0,40 2,59 1,01 | 0,36 0,50 
96 9,70 0,50 3,02 144 | 0,51 1,0 
192 | 9,70 0,50 3.06 1,48 | 0.53 1.0 





Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschatt 
danken wir ergebenst fiir die gewihrten Mittel. 














Studien iiber das Verhalten von Polypeptiden und von 

Kombinationen von 2,5-Dioxopiperazinen mit Aminosauren, 

an deren Aufbau Serin beteiligt ist, gegeniiber Fermenten 

und ferner in Lésungen verschiedener Wasserstoffionen- 
konzentration. 


Von 


Emil Abderhalden und Ernst Schwab. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitit Halle a, 8.) 


(Der Redaktion zugegangen am 2, September 1927.) 


Ks liegen bisher noch wenig Beobachtungen an Poly- 
peptiden vor, an deren Aufbau Oxyaminosiiuren beteiligt sind. 
Abgesehen vom 'T'yrosin ist von Aminosiiuren der genannten 
Art zum Aufbau von Polypeptidketten nur noch Serin ver- 
wendet worden, wihrend wir noch keine solchen kennen, in 
denen andere Oxyaminosiuren, wie Oxyprolin, Oxyglutamin- 
siure beteiligt sind. Der eine von uns (A.) hat gemeinsam 
mit Koeppel die erstere Oxyaminosiiure mit Aminosiiuren 
siiureamidartig verkniipft. Uber die dabei gemachten Beob- 
achtungen wird demnichst berichtet. Serinhaltige Dipeptide 
haben bereits Emil Fischer und H. Roesner’) dargestellt. 
An einem solchen bzw. an dem ihm entsprechenden 2,5-Dioxo- 
piperazin haben Max Bergmann, Miekeley?) und Hellmuth 





1) Emil Fischer u. H. Roesner, Liebigs Ann. der Chem. Bd. 375, 
S. 199 (1910). 

?) Max Bergmann u. Miekeley, Diese Zs. Bd. 140, S. 128 (1924); 
vg]. auch Max Bergmann, Miekeley u. E. Kann, Ebenda Bd. 146, 
S. 247 (1925); Liebigs Ann. der Chem. Bd, 445, S. 17 (1925). 
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Ensslin?) interessante Studien durchgefiihrt. Sie verwandelten 
Glycyl-serinanhydrid unter Wasserabspaltung in 3-Methylen- 
2,5-dioxopiperazin und gelangten teils iiber diese Verbindung, 
teils direkt vom erwihnten Dipeptidanhydrid ausgehend zu 
einer héher molekularen Form eines Anhydrides. Wir haben 
uns von verschiedenen Gesichtspunkten aus dem Studium der 
Kigenschaften und des Verhaltens von Serin enthaltenden Poly- 
peptiden zugewandt. Einmal gilt es an Hand eines gréferen 
Materiales festzustellen, ob sich das Serin aus héher mole- 
kularen Polypeptiden bei erfolgter Hydrolyse der- 
selben quantitativ wieder gewinnen laBt. Manche B - 
obachtungen sprechen nimlich dafiir, da& in manchen Kiwei - 
kérpern mehr Oxyaminosiuren enthalten sind, als bisher fes.. 
gestellt werden konnte. Zeigt sich bei der Hydrolyse von 
serinhaltigen Polypeptiden eine Verinderung der genannten 
Oxyaminoséure, dann werden sich Fingerzeige itiber Zusammen- 
hinge bestimmter Abbauprodukte mit jener Aminosiiure auf- 
weisen lassen, woraus sich dann Anhaltspunkte fiir den wahren 
Gehalt von Proteinen an Serin ergeben kénnten. Weiterhin 
setzen wir jene Versuche fort, die zum Ziel haben, neben der 
siureamidartigen Bindung mit einer weiteren Amino- 
siure auch die Oxygruppe mit einer solchen zu kom- 
binieren. 

Wir haben weiterhin im AnschluB an bereits mitgeteilte 
Beobachtungen den Versuch unternommen, ein serinhaltiges 
Tripeptid in eine Kombination einer Aminosiiure mit 
einem 2,5-Dioxopiperazin zu verwandeln. Wir gingen 
von dl-Leucyl-glycyl-dl-serin aus und stellten daraus 
dl-Leucyl-(glycyl-dl-serinanhydrid) dar. Auf diese Ver- 
bindung lieBen wir dann Pankreatin einwirken, Es wurde 
Leucin abgespalten, wihrend zugleich der Anhydridring be- 
stehen blieb. Wir studierten ferner in Fortsetzung von bereits 
mitgeteilten Befunden?) iiber die EKinwirkung von verdiinntem 


1) Max Bergmann u. Helmuth Ensslin, Liebigs Ann. der Chem. 
Bd. 448, S. 38 (1926). 

2) Vgl. hierzu die Mitteilungen von Emi] Abderhalden, H. Sickel, 
H. Brockmann, §S. Suzuki u. Képpel, Diese Zs. Im Erscheinen. 
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Alkali bzw. verdiinnter Siure auf 2,5-Dioxopiperazine und 
Polypeptide den EinfluB eines bestimmten p,, einerseits auf 
dl-Leucyl-(glycyl-dl-serinanhydrid) und andererseits auf Glycyl- 
di-serin und dl. Leucyl-glycyl-dl-serin. Auch diese Beispiele 
zeigen, daf schon recht verdiinntes Alkali imstande 
ist, spaltend auf die angewandten Kombinationen von 
Aminosauren einzuwirken. Es unterliegt keinem Zweifel, 
daB auch hier dem Glycin als Baustein eine wesentliche Be- 
deutung zukommt. Wir werden zur Sicherstellung dieser An- 
nahme priifen, ob serinhaltige Polypeptide, an deren Aufbau 
Glykokoll nicht beteiligt ist, sich als stabiler erweisen. 


Experimenteller Teil. 
dl-Leucyl-glycyl- dl-serin. 


Die Darstellung des «-Bromisocapronyl-glycyl-serins ge- 
schah in gewohnter Weise. Es wurden 15 g Glycyl-dl-serin, 
das wir nach den Angaben von E. Fischer und Roesner’) 
herstellten, in 92 ccm n-Natronlauge (1 Mol) gelést und unter 
Kiskiihlung mit 30 g «-Bromisocapronylbromid (1,2 Mol) und 
145 ccm n/1-Natronlauge (1,5 Mol), die in 6 Portionen zu- 
gegeben wurden, geschiittelt. Nach beendeter Reaktion wurde 
mit 28 ccm 5n-Salzsiure angesiuert, worauf ein sich fettig 
anfiihlender Niederschlag austiel, der beim Abnutschen ver- 
schmierte. Das Filtrat wurde wiederholt ausgeithert. Beim 
Verdampfen des Athers hinterblieb ein Ol, das nach dem Ver- 
reiben mit Petrolither zwecks Entfernung anhaftender Brom- 
fettsiure bei Hiskiihlung fest wurde. Das Produkt wurde mit 
dem zuerst ausgefallenen Produkt vereinigt und aus Chloro- 
form umgeschieden. Die Ausbeute betrug 20 ¢ oder 60°/, 
der Theorie. 

Die Aminierung wurde durch einstiindiges Erhitzen des 
Bromkérpers mit der 5fachen Menge waBrigen Ammoniaks 
auf 100° vorgenommen. Nach dem Abdampfen des Ammoniaks, 
das unter Zusatz von etwas Alkohol erfolgte, wurde der Riick- 





ya. a. O. 
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stand, der etwas gelb gefirbt war, wieder in Wasser aul- 
genommen und mit Tierkohle entfirbt. Aus dem Filtrat kry- 
stallisierte nach dem EKinengen bereits ein Teil des Tripeptids 
in kleinen spitzen Nadeln aus (etwa 3 g); es wurde abfiltriert 
und mit wenig eiskaltem Wasser bromfrei gewaschen. Wasch- 
wasser und Filtrat wurden vereinigt, und daraus das Brom- 
ammon in itiblicher Weise durch Silbersulfat entfernt. Ins- 
gesamt wurden 13g Tripeptid (etwa 80°/, der Theorie, be- 
rechnet auf das Bromprodukt) erhalten. 


Der Schmelzpunkt der Substanz liegt bei 233°. 


4,678 mg Substanz gaben 0,625 cem N-Gas bei 17°, 750 mm. 


0,0223 g ne verbrauchten 2,45 cem n/10-H,SQ,. 
Fiir C,,H,,0;N, Ber. 15,279/, N Gef. 15,52 15,39°/, N. 


Um aus dem Tripeptid cin substituiertes Diketopiperazin 
zu erhalten, bedienten wir uns der friiheren Methode der Be- 
handlung des Methylesterhydrochlorids mit methylalkoholischem 
Ammoniak.}) 


10 g Tripeptid wurden dreimal mit der 15 fachen Menge 
Methylalkohol und gasférmiger Salzsiure verestert. Die salz- 
saure alkoholische Liésung wurde jedesmal im Vakuum zur 
Trockne eingeengt. Zuletzt wurde der Riickstand so oft mit 
absolutem Methylalkohol abgedampft, bis keine Salzsiuredimpfe 
mehr weggingen.. Nach der Wiederaufnahme in der eben zur 
Lésung noétigen Menge Methylalkohol wurden 100 ccm mit 
Ammoniak gesiittigten Methylalkohols hinzugegeben; es trat 
hierbei ein geringer Niederschlag auf, von dem abfiltriert 
wurde. Die Liésung wurde nun einige T'age bei gewéhnlicher 
Temperatur stehen gelassen. Es trat nach kurzer Zeit Kry- 
stallisation ein. Nach 5 tiigigem Stehen wurde abgenutscht, 
und die abgeschiedenen knolligen Krystallaggregate mit wenig 
Methylalkohol nachgewaschen und dann in Athylalkohol auf- 
genommen und durch Zusatz von Ather wieder abgeschieden. 
Die Substanz gab positive Ninhydrinreaktion und Anhydrid- 


1) Siehe hierzu Emil Abderhalden u. E. Schwab, Diese Zs. 
Bd. 158, S. 66 (1926); Bd. 164, S. 271, 274 (1927). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXX1. 6 


y 
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reaktionen (mit Dinitrobenzoesiure und Pikrinsiure). Beim 
Erhitzen im Capillarréhrchen zersetzt sie sich bei 245°. 


0,0175 g Substanz verbrauchten 2,05 cem n/10-H,SQ,. 


0,0297 g 9 9 3,5 ccm ‘ 
7,513 mg - gaben 14,268 mg CO, und 5,223 mg H,0O. 
Fiir C,,H,.0,N,; Ber. C 51,33°/, H 7,45°/, N 16,34°/, 
Gef. ,, 51,8 ,, » 118 5, » 16,4 16,51 %,. 


Auf Grund der Analysenergebnisse und qualitativer Reak- 
tionen diirfte der Substanz die Struktur eines kombinierten 
Diketopiperazins zukommen, und zwar kommt in erster Linie 
die folgende Kombination eines 2,5-Dioxopiperazins mit einer 
Aminosiure in Betracht: 


CH,OH 
CO—GH 

C,Hy-CH-CO-NC NH 
| CH,—CO 


NH, 
Wir schlieBen auf sie, weil sich Leucin aus ihr unter Erhalten- 
bleiben des Anhydridringes abspalten lieB. 

Das ammoniakalisch-alkoholische Filtrat der oben be- 
schriebenen Substanz wurde zunachst eingedampft und der 
Riickstand mit verschiedenen Lésungsmitteln (Chloroform, Essig- 
ther, Wasser) behandelt; es konnten auf diese Weise ver- 
schiedene Fraktionen abgetrennt werden, die teils lediglich 
Anhydridreaktionen, teils nur die Ninhydrinreaktion zeigten, 
teils beide Arten von Reaktionen gaben. Mit der Aufklirung 
und Identifizierung der Fraktionen sind wir noch beschiftigt, 
da bis jetzt noch keine davon in analysenreinem Zustand er- 
halten werden konnte. 


Prifang des Einflusses von Pankreatin auf dl-Leucyl-(glycyl- 
dl-serinanhydrid). 


0,12 g Substanz wurden in 20 ccm Wasser geliést, mit 
10 ccm einer 0,1°/, igen Pankreatinlésung versetzt. Nach Kin- 
stellung mit n/10-NaOH auf p,, 8 wurden 10 ccm Phosphat- 
puffer zugegeben. Das Gemisch wurde unter Toluol bei 37° 
aufbewahrt. Nach 3 Tagen wurde die Verdauung unterbrochen 








Mn 


n 


Tr 
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(die Anhydridreaktion war noch positiv), und die Lésung nach 
Verdiinnen mit Wasser mittels kolloiden Eisenhydroxyds ent- 
eiweiBt. Nach Neutralisation mit Salzsiure wurde die Fliissig- 
keit mit frisch gefalltem Kupferoxyd gekocht. Das blaugefiirbte 
Filtrat schied beim Erkalten eine hellblaue Cu-Verbindung aus, 
deren Analysenergebnis zufolge Leucinkupfer vorlag. 


15,32 mg Substanz verbrauchten 4,65 cem n/100-Na,S,O,-Lisung.') 
Fiir C,,H,,0,N,Cu 


Gef. 19,2°/, Cu. 


Aufspaltungsversuch an dl-Leucyl-(glycyl-dl-serinanhydrid) 


(ohne Ferment) bei p,, 8,4 und 37°. 


0,1 g gelést in 10 com Wasser und 5 ccm Pufferlésung. 





Einwirkungs- 
dauer in Stdn. 





Aciditiitszuwachs 
0,87 
1,40 


» A 
2,15 


schiedenem p,,. 


in ecm 0,2 n-NaOQH 





Spaltung 
in °%/, 


Aufspaltungsversuche an dl-Leucyl-glycyl-dl-serin bei ver- 


1. 0,195 g Substanz wurden in 20 ccm Phosphatpuffer p,, 8 
gelést und nach Einstellung mit n/10-NaOH auf p,, 8 bei 37° 
stehen gelassen. 





Dauer der 
Einwirkung in 
Tagen 
3 
5 


2. 0,380 g Tripeptid wurden 
37° stehen gelassen. 





Aciditiitszuwachs 
in cem 0,2 n-NaOH 


0,12 
0,15 





Spaltung 


im *, 


1,6 
9 


in 20 ccm NaOH p,, 9 und 








Einwirkung- 


dauer in Stdn. 


72 


140 





Aciditiitzuwachs 


in cem 0,2 n-KOH 


0,44 
0,80 





Spaltung 
in °/, 


4 


1,5 


1) Vgl. E. Abderhalden u. E.Schnitzler, Diese Zs. Bd. 163, 
S. 95 (1927). 
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3. 0,254 g Tripeptid wurden in 20 ccm n/1-NaOH bei 37° 

















Einwirkungs- 
dauer in Stdn. 


oO Oo bh 
© 


aufbewahrt. 





Aciditiitszuwachs 


in cem 0,2 n-KOH 


1,65 
23 
3.6 


5,7 





Spaltung 


rage 
in “lo 


Oo 0 rm = | 
mm oOo oO ® 


Aufspaltung von Glycyl-dl-serin. 
0,24 g Substanz gelést in 10 com n/1-NaOQH und bei 37 





Einwirkungs- 





-1 


dauer in Stdn. 





Aciditiitszuwachs 
in ecem 0,2 n-KOH 


5,4 


7,4 





Spaltung 


in ? 
wD) 


(2 
100 


0 











Uber das Verhalten der Hamaterinsiure und ihrer Eisen- 
verbindung beim Kochen in saurer Lésung. 


Von 


Arno Papendieck, 


Aus dem Chemischen Institut [Prof. 0. Schumm] des Allgemeinen Krankenhauses 
Hamburg-Eppendorf.) 


(Der Redaktion zugegangen am 3. September 1927.) 


Schon vor Jahren haben wir beobachtet, daB die Hama- 
terinsiiture in salzsaurer Lésung bei Zimmertemperatur im 
Dunkeln allmahlich in ein anderes Porphyrin iibergeht, das 
spektroskopisch leicht von der Hiamaterinsiure zu _ unter- 
scheiden ist (Verlagerung des Spektrums in 25°/, Salzsiure von 
J. 602 und TI. 557 nach I. 596 und III. 552), das sich mit 
Chloroform aus seiner salzsauren Lisung nicht ausschiitteln 
liBt und das eine sehr niedrige Salzsiurezahl hat (0,1 gegen 
ungefihr 2 fiir Himaterinsiure). Offenbar die gleiche Er- 
scheinung beobachtete H. Fischer’) in essigsaurer aitherischer 
Lésung und gelegentlich der Aufarbeitung von Organen?) des 
Hamatoporphyrine-Kranken Petry. Ich beobachtete ferner Um- 
wandlung des Himins bzw. der Himaterinsiure bei nicht 
vorsichtiger Enteisenung mit Hydrazin in Lisessig.*) 

Kiirzlich hat O.Schumm4) die Umwandlung von «-Haimatin 
durch Kochen mit schwach salzsiurehaltigen Alkoholen niher 


1) Diese Zs. Bd. 135, S. 263 (1924). 
*) Diese Zs. Bd. 150, S. 44 (1925). 
°) Diese Zs. Bd. 150, S. 262 (1925). 
‘) Diese Zs. Bd. 166, S. 1 (1927). 
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untersucht!) und eingehend dariiber berichtet. Es werden 
dabei offenbar Alkoholmolekiile addiert, so daB die Kisen- 
verbindung eines Himatoporphyriniithers entsteht. Bald da- 
nach veréffentlichte H. Fischer?) Versuche, deren ganze An- 
ordnung groBe Ahnlichkeit mit O. Schumms Versuchen aufweist 
und die dessen Ergebnisse bestitigen. 

Ich habe jetzt meine Versuche der Himaterinsiurever- 
esterung wieder aufgenommen und teile die dabei erhobenen, 
sowie auch iltere Befunde mit. 

Im Gegensatz zum Hiimin, das bei der Veresterung aui- 
fallend leicht verindert wird, ist die Himaterinsiure gegen 
Kochen mit mineralsiurehaltigem Alkohol recht widerstands- 
fahig. Fiihrt man die Veresterung (nach dem Vorgange 
W. Kiisters) mit einem 1°/, HCl enthaltenden Alkohol aus, 
so erhalt man selbst bei 1 Stunde langem Kochen einen 
durchaus einheitlichen Himaterinsiureester, dessen erste Ab- 
sorptionsbande im Atherspektrum auf 6321/, vollig symmetrisch 
ist. Auch nach 3stiindigem Kochen mit 3°/, HCl-Alkohol 
zeigt der erste Streifen des Atherspektrums nur einen ganz 
geringen Nachschatten. Erst bei hohen Salzsiurekonzentrationen 
indert sich das Bild. So werden bei 3 Stunden dauerndem 
Kochen mit 20°/, HCl-Alkohol schitzungsweise ?/, der Hiima- 
terinsiure umgewandelt. Entsprechend verliuft die Umwand- 
lung der Hiamaterinsiure beim Kochen mit starken waBrigen 
Mineralsiuren. Dabei sieht man bei Anwendung von 25°/, 


HCl oder 25°), H,SO, schon nach 1 stiindigem Kochen im 
Ather ein Doppelspektrum. Ein betrichtlicher Teil verhiilt 
sich jetzt wie Himatoporphyrin; u. a. liBt er sich, wenn auch 
offenbar schwer, durch Kochen mit 25°/, HCl wieder in Hima- 
terinsiure zuriickverwandeln, wie es Schumm kiirzlich fiir 
reines, nach Nencki dargestelltes Himatoporphyrin — be- 
schrieben hat. 


Ganz anders verhalt sich das Hamin, Wie oben schon 





) DaB Himatin hierbei eine Verinderung erleidet, war schon vor 
langen Jahren yon W. Kiister und spiiter auch von mir beobachtet 
worden. 

2) Diese Zs. Bd. 168, S. 152 (1927). 
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angedeutet, gelingt es nur unter besonderen VorsichtsmaBregeln 
einen reinen Himinester zu erhalten. Mehrere zum Verestern 
der Porphyrine (auch der Himaterinsiiure) brauchbare Ver- 
fahren versagen hier voéllig. Sowohl beim Kochen mit schwach 
salzsiurehaltigem Alkohol, als auch beim Einleiten von HCIl- 
Gas in die Aufschwemmung des Hamins in Alkohol?), ja auch 
bei Anwendung von Dimethylsulfat erhailt man Ester, die, in 
Pyridin gelést, nach Zusatz eines Tropfens Hydrazin ein Doppel- 
spektrum, wenigstens kein einheitliches Hamochromogenspektrum 
zeigen, ein Beweis dafiir, daB auch dabei ein Teil des Himins 
umgewandelt ist. Wie Schumm festgestellt hat?), bewirken 
schwach schwefelsiurehaltige Alkohole die Umwandlung 
nicht entfernt so schnell wie salzsiiurehaltige. Dagegen 
erhalt man, wie ich schon vor Jahren festgestellt habe, einen 
spektroskopisch einheitlichen Hiaiminester bei Anwendung der 
von W. Kiister*) angegebenen Methode, wenn man eine Lé- 
sung von Hamin in Chinin—Chloroform in siedenden HCl- 
Methylalkohol flieBen 14Bt und nur kurze Zeit erhitzt. 

Ganz entsprechend verhalt sich (neben a«-Himatin = 
v. Zeyneks Verdauungshiimatin) auch die aus der Hiimaterin- 
siure regenerierte Kisenkomplexverbindung. 

Die Versuche werden fortgesetzt. 


Experimenteller Teil. 

1. Kine Himaterinsiurelésung in 25°/, HCl, die etwa 
1 Jahr in einer verschlossenen Flasche im Dunkeln auf- 
bewahrt worden war, wurde 5mal mit der gleichen Menge 
Chloroform geschiittelt, wobei das Chloroform nur wenig ge- 
firbt wurde. Darauf wurde der in der Salzsiure verbliebene 
Farbstoff in Ather gebracht. Der Ather zeigte folgendes 
Spektrum: 624,9 symm., II. 569, IiI.a) 531,4, b) 526,2, IV. 498. 

Spektrum des Farbstoffes in n/10-KOH: I. 620, I. 567, 
Ill. 541, LV. 504. 





1) Vgl. O. Schumm, Diese Zs. Bd. 166, S.1 (1927). 

)a a O., B.S 

3) Chem. Ber. Bd. 45 §S. 1940 (1912) zitiert nach Abderhaldens 
Handbuch der Biolog. Arbeitsmethoden, Abt. I, Teil 8, S. 215. 





SS Arno Papendieck, 


Spektrum in 25°/, HCl: L 595,6, 1D. 552,3. 
Spektrum der Eisenverbindung in Pyridin mit 1 Tropfen 
Hydrazin: I. 548,6, If. 519. 


Die Zahlen stimmen befriedigend auf Himatoporphyrin. 
Der vom Chloroform aufgenommene Farbstoff verhielt sich wie 
unverinderte Hamaterinsiure. 

2. Eine geringe Menge Himaterinsiure wurde mit 1°/, 
HCl-Methylalkohol gekocht und 5 mal Proben in Ather spektro- 
skopisch untersucht. 


a) Nach 10 Minuten dauerndem Kochen in Ather I. 682?/,. 


ae ae ‘ ‘ ebenso. 
Cc) 9 35 ”? ’ 

d) , 450 z - ™ 

:) » 4 ~ ‘9 


3) 


In den Proben a—d war der Streifen I. in Ather scharf 
begrenzt und voéllig symmetrisch. Bei e zeigte sich eine An- 
deutung von Nachschatten. Bei dem iiblichen Vorgehen libt 
sich also die Hamaterinsiure verestern, ohne daf spektro- 
skopisch nachweisliche Verinderungen am Molekiil vorgehen. 


3. In einer Reihe von Versuchen wurde Hiamaterinsiure 
mit HCl-Methylalkohol, HCl-Athylalkohol, H,SO,-Methylalkohol 
und H,SO,-Athylalkohol bei verschiedener Saurekonzentration 
3 Stunden gekocht. Nach dem Kochen wurde das Porphyrin 
jedesmal in Ather gebracht, dieser siiurefrei gewaschen und 
spektroskopisch untersucht. Dabei wurde nur bei hohen Siaure- 
gehalten eine nennenswerte Umwandlung der Hiamaterinsiiure 
beobachtet. 

a) 8°/, HCl-Methylalkohol: I. 632,3 (mit ganz geringem 
Nachschatten). 

b) 3°/, HCl-Athylalkohol: I. 632,2 (mit ganz geringem 
Nachschatten). 

c) 8°/, HCl-Methylalkohol: I. a) 632,5, b) 624,6 (a be- 
deutend starker als b). 

d) 8°/, HCl-Athylalkohol: I. Max. etwa 682,3, bei 624/25 
keine Absorption. 
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e) 13°/, HCl-Methylalkohol: I. 632. Nachschatten bis 
etwa 624. 

f) 13°/, HCl-Athylalkohol: I. a) 632,5, b) 624,6 (b etwas 
stiirker als a). (e und f wiederholt: das gleiche Ergebnis.) 

g) 20°/, HCl-Methylalkohol: J.a) 632.5, b) 624,6 (b be- 
deutend stirker als a). 

h) 20°/, HCl-Athylalkohol: I.a) 632,5, b) 624,6 (b be- 
deutend stirker als a). 

i) 3°/, H,SO,-Methylalkohol: I. 632,0 (kaum Nachschatten). 

k) 3°/, H,SO,-Athylalkohol: I. 632,3( ,, ). 


(etwas unsymm.,bei 
624/25 keine Ab- 
sorption). 

n) 20°/, H,SO,-Methylalkohol: I. a) 632,5, b) 624,0 (a etwas 
stiirker als b). 

0) 20°), H,SO,-Athylalkohol: I.a) 632 etwas unsymme- 

trisch, 

4. Kine Loésung von Hamaterinséure in 25°/, HCl wird 
11 Stunden gekocht, der Farbstoff in Ather gebracht, dieser 
siurefrel gewaschen und mit wenig 5°/, HCl geschiittelt. Dabei 
geht der gesamte Farbstoff in die Siure. Diese wird jetzt 
mit Chloroform erschépfend ausgezogen und der Farbstoff, der 
in der Salzsiiure verbleibt, wieder in Ather gebracht. Der 
Ather zeigt folgendes Spektrum: I. 624,9, II. 569,0, III. a) 531,8, 
b) 526,7, IV. 498. In n/10-KOH zeigte das Porphyrin das 
Spektrum: I. 619,6, IT. 568,3, ITI. 541,9, IV. 504,0; in 25°/, 
HCl: I. 595,8, II. 552.3. Die Zahlen stimmen durchaus auf 
Hamatoporphyrin. 

5. Eine Liésung von Hiimaterinsiure in 25°/, HCl wird 
1 Stunde gekocht und danach der gesamte Farbstoff in Ather 
sebracht. Spektrum in Ather: I. a) 682,83, b) 624,5 (b etwas 
stirker als a), Ila) 576,0, b) 560,4, IIT. 534, IV. 4991/,. Die 
Atherlésung wird nun mit 0,1°/, HCl ausgeschiittelt, wobei 
ein groBer Teil Farbstoff dem Ather entzogen wird. Dieser 
Teil wird wieder in Ather gebracht und zeigt dann das Spek- 
trum: J. 624,6, II. 569,4, III. 529,8, IV. 4961/,. Dies Spek- 


!) 8°/, H,SO,-Methylalkohol: I. 631,17 | 
m) 8°, H,SO,-Athylalkohol: I. 631,7 | 
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trum sowie die niedrige Salzsiurezahl lassen den Schlu8 zu, 
daB Himatoporphyrin entstanden ist. 

Dieses ,,Himatoporphyrin“ wurde 2 Stunden in 25°/, HC! 
gekocht, wobei eine, wenn auch nur geringe Zuriickverwand- 
lung erzielt wurde. Spektrum in Ather: Ia) schwach 6317/,, 
b) deutlich 624,6. 

Die nicht umgewandelte Himaterinsiure, d.h. der Tei! 
der aus Ather nicht in 0,1 °/, HCl ging, wurde iiber 5°/, HCi 
und Chloroform weiter fraktioniert und darauf ebenfalls zwei 
Stunden in 25°/, HCl gekocht. Dabei wurde ein geringer 
Teil weiter in Haimatoporphyrin umgewandelt. Spektrum in 
Ather: I. a) 632, b) undeutlich 625. 


6. Wiederholung von Versuch 5. Das nach 1?/, stiindigem 
Kochen mit 25°/, HCl entstandene Himatoporphyrin wird 
durch 1 stiindiges Kochen nur zum geringen Teil wieder zuriick- 
verwandelt, Die nicht umgewandelte Himaterinsiiure ging bei 
weiterem Istiindigen Kochen gut zur Hilfte in Héimato- 
porphyrin iiber. 

7. Derselbe Versuch noch einmal mit demselben Ergebnis 
wie bei 6. 

8. Eine Lésung von Himaterinsiure in 25°/, HCl wird 
6 Stunden gekocht. Danach Spektrum in Ather: I. a) 632,8, 
b) 625,0 (b bedeutend stirker als a). 

9, Wiederholung, 7 Stunden gekocht: Spektrum in Ather: 
I. a) etwa 632 (schwach), b) 625,0, II. Max. etwa 570?/,. 

10, Kine Lésung von Hamaterinsiure in 25°/, H,SO, wird 
3 Stunden gekocht. Auch dabei wird ein grofer Teil der 
Himaterinsiiure in Himatoporphyrin verwandelt. Spektrum in 
in Ather: I. a) 632,0, b) 624,8 (b etwas stirker als a). 

11. Wiederholung von Versuch 10: das gleiche Ergebnis. 

12. Eine Loésung von Himaterinsiiure in Hisessig wird 
3 Stunden gekocht. Himatoporphyrin ist dabei nicht ent- 
standen. 

13. Weiter habe ich Himin nach Kiister und Greiner 
mit Dimethylsulfat verestert: Das erhaltene Produkt zeigte in 
Pyridin, mit 1 Tropfen Hydrazin versetzt, ein uneinheitliches 
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Hamochromogenspektrum: J. a) unsymmetrisch, Max. rotwiirts 
etwa 557, I. b) schwach etwa 548. 

14. Ebenso, das gleiche Ergebnis. 

Ein weiteres Veresterungsverfahren wurde schon vor lin- 
gerer Zeit von Kiister angegeben. Ich habe mit diesem stets 
Haminester erhalten, die sich spektroskopisch als durchaus 
einheitlich erwiesen. 

15. Kine Liésung von Hiamin in Chinin—Chloroform wird 
in ein siedendes Gemisch von 100 ccm Methylalkohol und 
10 ccm rauchender Salzsiiure gegossen und bis zur Abschei- 
dung von Krystallen erhitzt. Am niichsten Tag wird filtriert 
und die erhaltenen Krystalle mit Methylalkohol und mit etwa 
2°/, HCl gewaschen. In Pyridin zeigte der Kster ein vdllig 
einheitliches Spektrum: IL. 556,8 (symm.), keine Absorption auf 
548/50. 

16. Versuch wiederholt. Spektrum in Pyridin: I. 557,2 
(symm.). 

17. In einer Reihe von Versuchen wurde dann das Ver- 
halten der EKisenverbindung der Haimaterinsiure beim Kochen 
mit siiurehaitigem Alkohol untersucht. Siamtliche Proben 
wurden 3 Stunden gekocht, der Farbstoff in Ather gebracht 
und dieser spektroskopisch untersucht. Fast durchweg war 
dann das Eisen abgespalten und es wurde das Hiimatoporphyrin- 
spektrum beobachtet. 

a) 3°/, HCl-Methylalkohol: I. 624,7. 

b) 3°/, HCl-Athylalkohol: I. 624,6. 

c) 8°/, HCl-Methylalkohol: I. 624,6 (geringer Vorschatten). 

d) 89, HCl-Athylalkohol: I. 624,7 (geringer Vorschatten). 

e) 13°/, HCl-Methylalkohol: I. 624,7 (ganz geringer Vor- 
schatten). 

f) 13°/, HCl-Athylalkohol: I. 624,5 (ganz geringer Vor- 
schatten). 

g) 20°/, HCl-Methylalkohol: I. etwa 624,6, kein reines 
Porphyrinspektrum, mit Hisessig—Hydrazin enteisent, danach 
in Ather: I. 624,7. 

h) 20°/, HCl-Athylalkohol: I. etwa 624,6, ebenso wie g, 
nach dem Enteisenen in Ather: I. 624,6. 
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i) 8°/, H,SO,-Methylalkohol: undeutl. Porphyrinspektrum, 
nach dem Enteisenen in Ather: 624,6. 

k) 8°/, H,SO,-Athylalkohol: undeutl. Porphyrinspektrum, 
nach dem Enteisenen in Ather: I. 624,7. 

1) 20°/, H,SO,-Athylalkohol: I. 624,8 (geringer Vor- 
schatten). 

18. Kine Lisung von Himaterinsiure in 25°/, HCl bleibt 
in flacher Schale 2 Stunden an der Sonne stehen. Das Produkt 
zeigt in Ather deutlich Himatoporphyrin: I. 624,5. Ein groBer 
Teil der Haimaterinsiure ist zerstért. 

19. Wiederholung: Das gleiche Ergebnis. 


























Isolierung eines Zwischenproduktes, bestehend aus einer 

eigenartigen Kombination von d-Alanyl-l-tryptophan mit 

d-Alanyl-l-tryptophan-anhydrid beim Ubergang desgenannten 
Dipeptids in das entsprechende 2,5-Dioxopiperazin. 


Von 
Emil Abderhalden und Hans Sickel. 


Mit 1 Figur im Text. 


(Ausgefiihrt mit Mitteln der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft. ) 
(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Halle.) 


(Der Redaktion zugegangen am 3. September 1927.) 


Ks sei im folgenden iiber eine Beobachtung berichtet, die 
wir beim Aufbau von Polypeptiden gemacht haben, in denen 
l-Tryptophan als Baustein auftritt. Es handelt sich um die 
Darstellung des schon von dem einen von uns (A.) und 
M. Kempe!) beschriebenen d-Alanyl-l-tryptophans. Es 
zeigte sich, daB bei der Uberfiihrung des d-Brom- 
propionyl-l-tryptophans in das entsprechende Di- 
peptid mittels Ammoniaks leicht das Anhydrid ge- 
bildet wird, und zwar kommt es zur Entstehung einer 
Kombination des Dipeptids mit dem Anhydrid. Wir 
fassen die isolierte Verbindung insbesondere nach dem Ausfall 
der Molekulargewichtsbestimmung als ein Ubergangsprodukt 
vom Dipeptid zum Anhydrid auf, ist es doch gelungen, bei 
Behandlung der Verbindung mit Methylalkohol und Eisessig 
quantitativ das 2,5-Dioxopiperazin zu erhalten. Auffallend ist, 
daB sich keine freie Aminogruppe in dem isolierten Zwischen- 
produkt nachweisen lie8. Ferner schlugen die Versuche, das 





1) Emil Abderhalden und M. Kempe, Chem. Ber. Bd. 40, 
S. 2737 (1907). 
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Dipeptid vom Anhydrid zu trennen, fehl. Es miissen somit 
die beiden Verbindungen in einer festeren Beziehung zu- 
einander stehen, wobei die Funktion der freien Aminogruppe 
in irgendeiner Weise beeinfluBt ist. Dafiir, daB zwischen 
Anhydrid und Dipeptid eine besondere Beziehung vorhanden 
sein mu, spricht auch der Umstand, da die spektrographische 
Untersuchung eines bimolekularen Gemisches von Anhydrid 
und Dipeptid zwar im Verlauf der Absorptionskurve eine groBe 
Anniherung an denjenigen des isolierten Zwischenproduktes, 
jedoch keine véllige Ubereinstimmung ergab (vgl. dazu neben- 
stehende Figur, 4, Bu. C). Auch die vergleichende Bestimmung 
des Drehungsvermégens ergab Befunde, die fiir eine Besonderheit 
des isolierten Zwischenproduktes sprechen, d. h. es kommt nicht 
einfach ein bimolekulares Gemisch in Betracht. Erwiihot sei 
noch, daB wir die Reaktionsfaihigkeit des Wasserstoffatoms im 
sekundiren Ringstickstoff des d-Alanyl-l-tryptophan-anhydrids 
gegeniiber Siurechloriden untersucht haben. Es gelang uns 
nicht, eine Kuppelung herbeizufiihren. 





Experimenteller Teil. 


d-c-Brompropionyl-l-tryptophan. 

17,2 g 1-Tryptophan, [c]!® = — 31,5°, in 80 ccm n-NaOH 
(1 Mol) gelést, wurden in der iiblichen Weise unter Hiskihlung 
im Verlauf von 1?/, Stunden mit 16g d-«-Brompropionyl- 
chlorid (1:1 Mol), af = -+ 44,4° fiir 1 dm, in kleinen Portionen 
unter abwechselndem Zusatz von 120 ccm n-NaOH (1'/, Mol) 
gekuppelt. Nach dem Filtrieren durch ein Tierkohlefilter fiel 
auf Zugabe von 28 ccm 5n-HCl das zunichst pulverige, dann 
zu einer plastischen Masse zusammensinternde Kuppelungs- 
produkt. Aus seiner atherischen mit Natriumsulfat getrockneten 
Lésung mit viel Petrolither wieder verdrangt, und bei guter 
Kiihlung lingere Zeit mit diesem behandelt, konnte es als 
luftbestiindiges, schwach graues Pulver in einer Ausbeute von 
24 g (84°), der Theorie) gewonnen werden. In Wasser ist es 
fast unldslich, in Xylol und Benzol schwer, dagegen in Essig- 
ester, Chloroform, Methyl- und Athylalkohol, sowie in Eisessig 
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leicht ldéslich. 


Die Krystallisation gelang aber nicht. 
Anilin ist der Bromkérper ebenfalls leicht léslich, konnte 
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jedoch als solcher nicht mehr zuriickgewonnen werden. Da- 
gegen krystallisierte beim weitgehenden Einengen eine Kom. 
bination des Bromproduktes mit 1 Mol Anilin in Blittchen, 
die zwischen 182° und 184° schmolzen. 

47,7 mg bei 100° getr. Substanz ben. 3,36 cem n/10-H,SO,-Liésung. 
Fiir C,,H,;0,;N.Br + C,H;NH, (432,0) Ber. N 9,75°/, Gef. N 9,9°, 

Aus etwa !/,,-molarer Lésung des Natriumsalzes in Wasser 
fiel der Bromkérper mit Eisessig bei etwa 0° in mikro- 
krystallinen Aggregaten, Schmelzp. = 78°. 

51,4 mg Substanz, bei 50° gewichtskonst., ben. 3,00 cem n/10 
H,SO,-Lésung. 

6,250 mg Substanz, bei 50° gewichtskonst., liefern 3,420 mg AgBr. 

Fiir C,,H,,0,N,Br (339,0) Ber. 8,26°/, N 23,5°/, Br 

Gef. 8,2 23,2 
0,5280 g auf 10 ccm in absolutem Alkohl geldst, ergaben 


1 dm op” = + 1,45° (+ 0,015°) 
[a] = + 27,4° (+ 0,39). 


Aminierung. 

20 g d-e-Brompropionyl-l-tryptophan in 120 ccm 25°/,igem 
Ammoniak gelést, verblieben zunichst 3 Tage bei Zimmer- 
temperatur in der Druckflasche. Da in dieser Zeit das Brom 
nur langsam bis 73°/, der Gesamtmenge in den ionisierten 
Zustand iibergefiihrt worden war, wurde die Kinwirkung des 
Ammoniaks noch 8 Tage bei 40° fortgesetzt. Es konnte aber 
nur eine Abspaltung des Broms bis zu 91°/, festgestellt werden, 

Die Aminierungsflissigkeit gelangte im Vakuum bei 40’, 
zum wiederholten Male mit Wasser aufgenommen, zur Trockene. 
21,5 g¢ Riickstand gaben an heiBen Hssigester 4,5 g léslichen 
Anteil ab. Dieser Auszug stellte ein schwer trennbares Ge- 
misch des offenbar nicht aminierten restlichen Kuppelungs- 
produktes mit Nebenprodukten der Aminierung dar, deren uu- 
giinstige Kigenschaften der Aufklirung bislang im Wege stehen. 

Der extrahierte Riickstand war vollkommen in Alkohol 
léslich, trotzdem nur mehr Spuren von Ammoniakstickstoff 
nachgewiesen werden konnten. 4 g des Produktes wurden dann 
in Anlehung an die friihere Bearbeitung des gleichen Kérpers 











a wo 




















Zwischenprodukt bei Gewinnung yon d-Alanyl-l-tryptophan. 97 


durch E. Abderhalden und M. Kempe!) mit saurer Queck- 
silbersulfatlésung behandelt. Jedoch beniitzten wir nicht, wie 
dort, seine alkoholische Lésung, sondern digerierten den fein 
gepulverten ‘T'rockenriickstand mit 5-volum-°/,iger Schwefel- 
siure. Dadurch konnten wir in geringer Menge ein weiteres 
Nebenprodukt abtrennen. Diese sauer reagierende, pulverige 
Substanz wies nur 7,95°/, Stickstoff und 7,61°/, Brom auf. 
Letzteres ist organisch gebunden und kann durch konzentrierten 
Ammoniak auch bei héherer Temperatur nicht abgespalten 
werden, so daB wir annehmen miissen, da hier ein kern- 
substituiertes Aufspaltungsprodukt vorliegt. Das hellbraune 
Pulver neigt nicht zur Krystallisation, sintert gegen 95° und 
beginnt gegen 100° zu schmeizen; bei 160° ist es diinnfliissig 
und zersetzt sich alsbald unter Schiumen. Zur weiteren Auf- 
klarung war seine Menge nicht ausreichend. Die schwefelsaure 
Lésung des Hauptproduktes lieferte mit 50 ccm 10°/,iger 
Quecksilbersulfatlésung in 5-volum-°/,iger Schwefelsiure er- 
schépfend gefallt 4,7 g lufttrockene hellgelbe (Quecksilber- 
verbindung. Daraus lieBen sich dann, in der iiblichen Weise 
mit Schwefelwasserstoff zersetzt und aufgearbeitet, 1,3 g eines 
amorphen Kérpers gewinnen, der bis auf seine optischen 
Kigenschaften mit dem von E. Abderhalden und M. Kempe 
beschriebenen d-Alanyl-l-tryptophan?) gleiches Verhalten ge- 
meinsam hat. Das amorphe, nicht zur Krystallisation neigende 
Pulver wird bei 125° blasig aufgetrieben, schiumt gegen 148° 
stark und wird bei 175° wieder fest, um gegen 280° plotzlich 
zu schmelzen. 

58,0 mg der bei 80° getr. Substanz ben. 6,25 eem n/10-H,SO,-Lésung.’) 

5,225 mg der bei 80° getr. Substanz lieferten 11,640 mg CO, und 
2,990 mg H,0. 

25,2 mg der bei 80° getr. Substanz lieferten nach van Slyke 
2,14 ecm N (748 mm und 18°). 


Fir C,,H,,0,N, (275) 
Ber. 61,19, C 6,239, H 15,2%, N 5,09°/, NH,—N 
Gef. 60,8 6,4 15,1 4,9 





1) Chem. Ber, Bd. 40, 8S. 2737 (1907). 
®) Mit gréBerem Katalysatorenzusatz und verlingerter Kochdauer 
nach Kjeldahl. 
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0,5720 g auf 10 cem in Wasser gelést, ergaben fiir 
1 dm a” = + 0,57° (+ 0,019) 
la}y” = + 10,0° (+ 0,29). 


Bei E. Abderhalden und Kempe findet sich _hierfiir 
ein Wert von + 18,65°. Sie hatten hierzu das aus dem 
Kupfersalz zuriickgewonnene Dipeptid beniitzt. Wahrscheinlich 
wurde dadurch eine Abtrennung des offenbar bei der obigen 
Aufarbeitungsweise iiber die Quecksilberverbindung gebildeten 
Racemkérpers erreicht. 

In Anbetracht dieser miSlichen Verhiltnisse nahmen wir 
die Aufarbeitung der Hauptmenge des Aminierungsproduktes 
nach der allgemeinen Reinigungsmethode vor. Nach der 
quantitativen Abtrennung des Bromammoniums mit Silber- 
sulfat und Bariumhydroxyd léste heiBer Essigester nochmals 
gegen 7°/, des Trockenriickstandes. Dieser Extrakt zeigte das 
gleiche Verhalten, wie der oben beschriebene erste Essigester- 
extrakt. Der ausgezogene Riickstand (11 g) war in jedem Ver- 
hiltnis in absolutem Alkohol léslich. Beim Kinengen dieser 
Lésung im Vakuum bei 40° konnte ein kleiner Anteil krystallin 
gewonnen werden, der sich aber nunmehr sehr schwer in 
Alkohol léste. Durch langeres Kochen der alkoholischen 
Liésung der Hauptmenge gelang es schlieBlich, fast das gesamte 
Aminierungsprodukt in dieser Form zu gewinnen. Der dann 
noch verbleibende lésliche Anteil der Mutterlauge lieferte den 
ebenfalls schon beschriebenen sauren Bromkérper, dessen 
Halogen durch Ammoniak nicht abgespalten werden konnte. 

Das aus dem heiBen Alkohol in mikroskopisch kleinen, zu 
Warzchen vereinigten Nadeln gewonnene Produkt firbte sich 
im Schmelzrohr gegen 270° braun und wurde nach kurzem 
Sintern bei 280° fliissig. In heiBem Wasser und Athylalkohol 
war es sehr schwer, in Methylalkohol zu etwa 1°/, léslich und 
in Chloroform, Ather, Benzol und Essigester unlislich. HeiBer 
Hisessig nahm es verhaltnismifig leicht auf. Verdiinnte 
Mineralsiuren und Lauge listen es erst beim Erhitzen. 
Konzentrierte Ammoniaklésung nahm nichts in Lésung. 
Wahbrend das amorphe Dipeptid deutlich die Ninhydrin- 
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reaktion zeigte, trat mit dem krystallinischen Produkt nur sehr 
geringe Hirbung in Erscheinung. Die Reaktion mit soda- 
alkalischer Dinitrobenzoesiure ergab den gleichen braunlich- 
roten Farbton, wie bei dem genannten Dipeptid. Die Biuret- 
reaktion war negatiy. 

Die bei 105° getrocknete Substanz lieferte folgende ana- 
lytischen Ergebnisse: 

57,000 mg Einw. ben. 6,40 cem n/10-H,SO,-Lésung nach Kjeldahl 
(mit gréBerem Katalysatorenzusatz und verlingerter Kochdauer), 

4,820 mg Einw. lieferten 12,275 mg CO, und 2,975 mg H,O. 

3,420mg _s, i 7,865 mg CO, ,, 1,755 mg H,O. 


3,655 mg _s, - 8,425 mg CO, ,, 1,835 mg H,O. 
Gef. 62,4 62,7 62,99, C 5,7 5,6, H 15,79), N 
Fiir C,,Hs,0;Nz (532) Ber. 63,27 6,07 15,8 
C,,4H,,05N, (275) » 61,1 6,23 15,2 (Dipeptid) 
C,,H,,O,N, (257) » 65,87 5,88 16,35 (Anbydrid) 


Fir die Annahme einer Molekiilverbindung des d-Alanyl- 
|-tryptophans mit d-Alanyl-l-tryptophananbydrid spricht das 
Verhalten der Substanz bei der Molekulargewichtsbestimmung in 
Methylalkohol mit dem Mikrosiedeapparat nach A. Rieche.?) 
Wir konnten dabei zwei Konstanzpunkte feststellen. Ungefahr 
20 Minuten nach der ersten Temperatureinstellung erfolgte ein 
nochmaliger Anstieg auf den fast doppelten Gradunterschied. 
gq = 29,6 mg, G = 3,166 ¢g (K = 8,9), I. 4¢ = 0,018°, Molgew.: 462 ber. 


nach 20 Min. Sieden Il. 4¢ = 0,082°, m :260 ,, 
g = 35,8 mg, G = 3,250g (K = 8,9), I. 4% = 0,020°, » 22. 
nach 20 Min. Sieden Il. 4¢ = 0,039°, « T8988 « 


Offenbar erfolgt durch verhiltnismiBig kurzes Sieden der 
sehr verdiinnten Lésung in Methylalkohol eine weitere Ver- 
inderung der krystallinen Substanz. Nach der Analyse und 
dem Verhalten dieser in glinzenden, zu Watte verfilzten 
Naidelchen krystallisierenden Verbindung vom Schmelzp. 286° 
liegt d-Alanyl-l-tryptophananhydrid vor.*) Es werden nun auch 
die unscharfen Wasserwerte der obigen Analysenreihe ver- 


1) A. Rieche, Chem. Ber. Bd. 59, S. 2181 (1926). 
*) Vel. E. Abderhalden und L. Baumann, Chem. Ber. Bd. 41, 
S. 2857 (1908). 
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standlich. Die Kohlenstoffwerte fanden wir auch beim Anhydrid 
etwas zu tief. 
6,320 mg getr. Substanz lieferten 0,91 ccm N (748 mm, 19°). 





5,815 mg ,, J rm 13,750 mg CO, und 3,065 mg H,0. 

3,970 mg __s,, r ‘ 9,360 mg CO, ,, 2,130 mg H,0. 

Fiir C,,H,;0,N, (257) Ber. 65,379/, C 5,88°/, H 16,35°/, N 
Gef. 64,5 64,3 5,9 6,0 16,5 


Das urspriingliche ,,bimolekulare“ Produkt kann aber 
nach den folgenden Versuchen doch nicht als einfache Molekiil- 
verbindung aufgefaBt werden. Es gelang nimlich, wie schon 
in der Kinleitung erwahnt, nicht eine freie Aminogruppe fest- 
zustellen. Auch neigt der Koérper, wie bereits erwahnt, nicht 
zur Salzbildung. Ferner blieben alle Versuche, das Dipeptid 
vom Anhydrid zu trennen, erfolglos. Bei der Siéure- wie bei 
der Alkalieinwirkung hatten erst héhere Konzentrationen Er- 
folg, fiihrten aber gleich zu weitergreifenden Spaltungen. Is 
bildeten sich uniibersichtliche Gemische. 

Erwahnen méchten wir noch die 8. 95 wiedergegebenen 
spektrophotographischen *) und ferner die optischen Bestimmungen 
im polarisierten Licht, die jedoch zur vélligen Klarung der 
Konstitution wenig beitragen. 


0,100 g des Zwischenk6érpers auf 10 cem in EKisessig gelést, drehen 
die Ebene des polarisierten Lichts 


1dm al” — + 0,42° (+ 0,019; [a],” =+ 42° (41%. 

0,100 g des Gemisches 

1dm al* = + 0,44° (+ 0,019; [op = + 44° (41%). 
0,100 g des Anhydrids 
1dm al” = + 0,38° (+ 0,019; [a], = + 38% (+ 1%). 

Eine Modellmischung ‘Aquimolekularer Mengen d-Alany|- 
l-tryptophan und seines Anhydrids, die in ihrem sonstigen 
Verhalten, ferner in ihren Reaktionen und Ejigenschaften von 
unserem Zwischenkérper wesentlich abweicht, zeigt zwar eine 
Absorptionskurve, die derjenigen des Kérpers B innerhalb der 
Fehlergrenzen niher liegt, als der Anhydridkurve 4. 


1) Diese Aufnahmen verdanken wir Herrn Dr. E. Ro8Bner yom 
hiesigen Institut. 
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Untersuchungen iiber die physikalischen Eigenschaften und 
die chemische Zusammensetzung der Amnios- und Allantois- 
flissigkeit des Hiithnerembryos. 


Von 


Terumi Kamei. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut und der Chirurgischen Klinik der 
medizinischen Fakult&t zu Nagasaki.) 


(Der Redaktion zugegangen am 12, September 1927.) 


Wahrend die Frage, wie der Fétus sich morphologisch 
im Leibe der Mutter entwickelt, durch die Forschungen der 
Anatomen schon ziemlich sicher und ausgedehnt aufgekliart 
ist, ist die Frage, wie er sich aber physiologisch aufbaut, wie 
der Stoffwechsel desselben bei dem Entstehen sich verhilt, 
bis jetzt nur wenig untersucht. Um diese schwierige Frage 
einigermaBen zu beantworten, ist das Studium des Frucht- 
wassers bzw. Amnios- und Allantoiswassers unentbehrlich, denn 
die Biologie der Schwangerschaft, besonders des Stoffaustausches 
zwischen Mutter und Kind, ist zu einem nicht geringen Teile 
auf Untersuchungen iiber das Fruchtwasser basiert. 

Wegen der Schwierigkeiten, bei verschiedenen Schwanger- 
schaftsperioden hintereinander zu untersuchen, hat aber der 
von vielen Seiten auf das Studium des Fruchtwassers ver- 
wandte FleiB uns auf diesem Gebiete noch keineswegs zu 
einer befriedigenden Stufe der Erkenntnis gefihrt. 

Hierbei 1iBt die wihrend der Bebriitung des Hiihnereies 
so reichlich produzierte Fliissigkeit sich im ausgedehnten 
Experimente dem Auge des Forschers sehr leicht zuginglich 
machen. Um so mehr interessant ist das Studium der Amnios- 
und Allantoisfliissigkeit des Hithnerembryos, wenn man die 
Fragestellung in Angriff nehmen will, wo und wie die wichtigen 
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stickstoffhaltigen Stoffwechselprodukte, sowie die geldsten 
Mineralstoffe des wachsenden Hiihnerembryos eliminiert werden 
sollen, welche bei allen erwachsenen Tieren meist im Harn 
auftreten. 


Einer Aufforderung von Prof. Tomita bin ich sehr gern 
zur Erforschung der bis jetzt kaum beriicksichtigten physika- 
lischen Eigenschaften, und der chemischen Zusammensetzung 
der Amnios- und Allantoisfliissigkeit des Hithnerembryos gefolst. 

Als Versuchsmaterial bediente ich mich der méglichst 
gleich groBen Kier, die von unter gleichen Bedingungen er- 
naihrten Hennen derselben Rasse in einer bestimmten Frist 
gelegt waren, und zwar verwendete ich bebriitete Kier, die 
9 Tage, 14 Tage und 17 Tage alt waren. 


Als Luftkammer wird die Schale zerléchert, iiber die 
Halfte des Kies mit der Pinzette ausgeschilt und die Schalen- 
haut dann sehr behutsam mit einer Schere geschnitten. Mit 
Hilfe der Spritze kann das Allantoiswasser fast quantitativ 
aufgesaugt werden. Nachdem wird die Amniosfliissigkeit ohne 
Schwierigkeiten mit der Spritze ausgezogen. In meisten Fallen 
gelang es uns, die beiden Fliissigkeiten ohne Beimischung von 
Blut und Dotter fast quantitativ zu sammeln. 


I. Die physikalischen Eigenschaften des Amnios- und 
Allantoiswassers des Hiihnerembryos. 


1. Aussehen. 


Die Amniosfliissigkeit ist bei 9taigiger Bebriitung diinn- 
fliissig, wasserklar und fast farblos; die des 14 Tage alten 
Embryos ist dagegen sehr zihig, gelblich gefarbt und etwas 
flockig getriibt. Bei 17tagiger Bebriitung sieht das Amnios- 
wasser wieder wie das der 9tigigen aus. 

Das Allantoiswasser des 9 Tage alten Embryos ist diinn- 
fliissig, klar und firbt sich bla8gelb. . Mit fortschreitender 
Entwicklung des Embryos wird es schleimig und weiflich 
getriibt. 
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2. Mengenverhiltnisse. 


Die physiologischen Amnios- und Allantoiswassermengen, 
die sich in den verschiedenen Perioden der Bebriitung im Ki 
vorfinden, habe ich bei einer Anzahl von Versuchen unter- 
sucht. 

Die Resultate sind in der folgenden Tabelle zusammen- 
gestellt. 

Tabelle 1. 





Amniosfliissigkeit Allantoisfliissigkeit 
Be- bea scecepeinasipeasesunadeiiptaneapticinigetlllisceaamatioagedaieaaaeaatae tina iedcitet 
| WMence >» a o oy 2 
briitungs- | Gesamt- | —— ney Canis — | oe 
1: hk der'| pi | a Pe ee - 
er Proben | Probe in | Proben | “pyohen | Probe in} Proben 
| cem | in %, ; eem | in % 
2 | 80,12 2 76,2 
9 Tage| 266 | | 181 3 11,0 
3 | 18,55 4 6,6 
2 | 54,21 6 28,0 
14 Tage 190 8 | 17,86 200 4 22,0 
4 | 16,84 5 15,0 
1 | 26,08 
silat 2 41,30 ie | Seer 
17 Tage 46 3 | 3°69 32 2 | 82,05 
4 | 23,91 











Aus der Tabelle geht hervor, daB die Menge des Amnios- 
wassers durchschnittlich 2 ccm betriigt und die des Allantois- 
wassers bei 9- und 17tigiger Bebriitung auch 2 ccm, wihrend 
es bei 14tagiger Bebriitung etwas vermehrt wird. 


3. Reaktion. 


Bei allen untersuchten Perioden der Bebriitung reagieren 
die Amnios- und Allantoisfliissigkeit gegen Lackmus neutral. 


4, Das spezifische Gewicht. 

Das spezifische Gewicht wurde stets mittels des Pykno- 
meters bestimmt. Das des Amnioswassers ist bei 14 Tage 
bebriiteten am héchsten, wihrend es bei weiterer Bebriitung 
wieder abnimmt. 





\ 
i$ 
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Beim Allantoiswasser vermehrt es sich mit fortschreitender 
Entwicklung des Embryos. 


Die vorangegangene Tabelle zeigt die Ergebnisse. 


























Tabelle 2. 
Amnioswasser Allantoiswasser 
Be- ; ao 
P J ‘emperatur | emperatur | 
brittunge- | ay Flissigkeit| — der Flissigkeit) 5 Gow | 
dauer =| bei d. Wigung | ime Wigung| eile 
or o- | 
12 1,0063 18  1,0079 
11 1,0062 13,5 /  1,0071 
10,1 1,0061 11 1,0059 
9 Tage 12 1,0064 16 | 1,0070 
16 1,0061 20 | 1,0063 
15 1,0061 17 1,0068 
11 1,0062 12 1,0064 
19 1,0638 19 1,0124 
20,5 1,0470 20,5 1,0118 
19 1,0494 19 1,0147 
14 Tage 21 1,0722 21 | 1,0169 
19 1,0592 19 | —- 1,019 
23,5 1,0726 23,5 | 1,0155 
21,5 1,0670 21,5 | —-1,0170 
| 
25,5 1,0499 24,5 1,0310 
17 Tage 24,5 1,0368 2455 | 1,0124 
27,5 1,0339 27,5 | 11,0142 











5. Der osmotische Druck, die molekulare 
Konzentration. | 


DaB eine einfache Beziehung zwischen der Gefrierpunkts- 
erniedrigung und dem osmotischen Druck der Lésung besteht, 
ist bekanntlich durch die folgende Raoult-vant’Hoffsche 


Formel festgestellt. 
P= 0,082 c7. 


Hierin bedeutet P den osmotischen Druck, 7 die absolute 
Temperatur, c die molekulare Konzentration der Lésung. 

Ist die Differenz zwischen dem Gefrierpunkt einer Lésung | 
und dem des Wassers bekannt, so ergibt sich c der ersteren 
ohne weiteres aus der folgenden Formel: 
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4 

1,86 

wo 4 die beobachtete Gefrierpunktserniedrigung bezeichnet. 
Unter Zugrundelegung der oben angefiithrten Formeln 

habe ich den osmotischen Druck und die molekulare Konzen- 

tration des Amnios- und Allantoiswassers aus der beobachteten 

Gefrierpunktserniedrigung berechnet. Die Resultate sind in 

der folgenden Tabelle zusammengestellt. 


Tabelle 3. 


























‘ Amnioswasser Allantoiswasser 
5e- isan issih . 
briitungs- Gefrier- | Osmot. Gefrier- Osmot. | 
dauer | Pupkts- | Druck , _ A punkts- Druck 4 
erniedri-| in 1,86 | erniedri- in “= 1,86 
gung 4 Atmosph. gung 4 Atmosph. ; 
0,54 6,5 | (0,29 0,50 6,0 | 0,268 
0,54 6,5 | 0,29 0,60 7,22 | 0,322 
0,62 7,46 | 0,33 0,52 6,26 0,279 
9Tage | 0,54 65 | 0,29 0,52 6,26 0,279 
0,54 6,5 0,29 0,46 5,53 | 0,247 
0.54 6,5 0.29 0,46 5,53 | 0.247 
0,54 6,5 0,29 0,46 5,53 | 0,247 
0,62 7,46 | 0,333 0,46 5,593 0,247 
0,54 6,5 | 0,29 0,48 5,77 | 0,257 
0.56 6,74 0,30 0,48 5,17 =| (0,257 
14 Tage 0,58 | 698 | 0,81 0,50 6,0 0,268 
0,52 | 626 |! 0,279 0,50 6,0 | 0,268 
058 | 698 | O81 0,51 6,14 | 0,274 
0,56 | 6,74 | 0,80 0,47 5,66 0,252 
0,58 | 6,98 | 0,31 0,55 6,62 0,295 
17 Tage} 0,57 | 6,86 | 0,30 0,44 5,29 | 0,236 
0,60 72 | 0,82 0,48 | 5,77 0,236 


Aus dem Versuchsresultate geht hervor, daf das Amnios- 
wasser des Hiihnerembryos im Vergleich zum Hihnerblut- 
serum, besonders bei 9 tigiger Bebriitung, stark hypotonisch 
ist. Das Allantoiswasser zeigt sich im allgemeinen noch 
stirker hypotonisch als Liquor amnii. 


II. Die chemische Zusammensetzung. 


Zur Bestimmung der festen Stoffe wurde die Flissigkeit 
bei Wasserbadtemperatur zur volligen Trockne abgedampit 
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und auf bekannte Weise verascht. Durch Subtraktion des 
Gewichtes der Asche von demjenigen der simtlichen festen 
Stoffe wurde die Menge der organischen Stoffe gefunden. Um 
die gegenseitigen Mengenverhiltnisse der wasserléslichen und 
wasserunléslichen Aschenbestandteile festzustellen, habe ich 
dabei die Asche nach dem im Hoppe-Seylerschen Handbuch 
angegebenen Verfahren!) getrennt. Die Befunde sind in den 
nachstehenden Tabellen verzeichnet. 





Tabelle 4. 


a) Amnioswasser. 








| 








Anorganische Stoffe 








n = 
© . 
Be- s3s Feste Organische 
PS om ra . : ae 
i se | Sak Stoffe Stoffe ae 
briitungs ee Wasserlésl. | Wasserunlis! 
dauer oFS | ee ee ai aeiabnc Scales 
si Be . ror . | 2 9 ey ay . a 
z= in g | in °/, | in g | in %, | in g | in %/,| in g 





0,0336 1,1728] 0,9090|0,0280, 0,0217 


28,5757 | 0,6096 | 0,6157| 0,2676| 0,2695 
b) Allantoiswasser. 


9 Tage | 129 ccm | 1,2442 0,9644] 0,0434 
14 Tage | 99 cem |29,1672 29,4610] 28,2900 











9 Tage | 132 eem 
14 Tage | 210 ccm 


1,7862 
13,2739 


1,3531] 0,7962 0,6031 
6,3209]11,7212 5,5815 


0,9384 0,710910,0516 
1,2622 0,6010]0,2905 


0,0390 
0,1383 




















1. Anorganische Stoffe. 


Der Wasserauszug, worin die in Wasser lislichen Aschen- 
bestandteile enthalten waren, wurde auf dem Wasserbade ein- 
geengt, sein Volumen durch Auffillen in einem geeichten Meb- 
kolben bestimmt, ein aliquoter Teil davon fiir die Bestimmungen 
der einzelnen Stoffe entnommen und die dabei gefundenen 
Werte der Stoffe auf das Gesamtvolumen des Wasserauszugs 
ausgerechnet. 

Die in Wasser nicht léslichen Aschenbestandteile léste 
man in verdiinnter Salzsiiure, verdiinnte mit Wasser auf ein 
bestimmtes Volumen und verwendete einen aliquoten Teil zu 
Bestimmungen der alkalischen Erden, der Schwefelsiure und 








1) Hoppe-Seylers Handbuch der physiol.- u. pathol.-chemischen 
Analyse, Neunte Auflage, 1924, S. 653. 
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der Phosphorsiiure. Die Mengen der in Rede stehenden Stofte 
sind zu denjenigen der in Wasserausziigen vorhandenen gleich- 
namigen Stoffe addiert und der EKinfachheit halber nur ihre 
Summe in folgender Tabelle eingetragen. Der in Salzsiure 
nicht lésliche Riickstand wurde nach dem Verfahren von 
Gonnermann?) auf Kieselsiure verarbeitet. 

Zur Bestimmung des Chlors bediente ich mich der Methode 
von Volhard. Die Schwefelsiure wurde durch Salzsiure 
und Bariumchlorid gefallt und als Bariumsulfat abgewogen. 
Die Phosphorsiure wurde zuerst mit Magnesiamischung in 
der Kilte gefillt und dann auf bekannte Weise in das 
Phosphorsiuremolybdat iibergefiihrt. Hierin wurde sodann die 
Phosphorsiure nach der Vorschrift von Neumann titrimetrisch 
bestimmt. Der Kalk wurde aus einer mit essigsaurem Natron 
versetzten Lésung durch oxalsaures Ammon als oxalsaurer 
Kalk gefallt, durch starkes Glithen in Atzkalk iibergefiihrt 
und dann gewogen. Aus der vom Calciumoxalat abfiltrierten 
Lésung fillte man das Magnesium durch Ubersiittigung mit 
Atzammoniak als phosphorsaure Ammonmagnesia aus, ver- 
wandelte die letztere auf die iibliche Weise durch Glithen in 
pyrophosphorsaure Magnesia und berechnete aus der gewogenen 
pyrophosphorsauren Magnesia die Magnesia. Zur Bestimmung 
des Kaliums und des Natriums wurden die beiden Alkalien 
nach méglichster Entfernung der anderen Aschenbestandteile 
in Chloride iibergefiihrt, als solche gewogen und dann das 
Kalium als Kaliumplatinchlorid bestimmt. Durch Subtraktion 
des Chlorkaliums von dem vorher gefundenen Gewichte der 
Summe der beiden Chloralkalien wurde die Menge des Chlor- 
natriums gefunden. 

Unter den anorganischen Salzen sind im Amnios- und 
Allantoiswasser hauptsiichlich Chloride enthalten. Auf der 
Menge der Chloride beruht in erster Linie die molekulare 
Konzentration der beiden Fliissigkeiten. Da8 der Kieselsiure- 
gehalt der beiden Fliissigkeiten so hoch ist, erklart sich wohl 
ungezwungen daraus, daf der Embryo vor der Geburt ein 


1) Diese Zs. Bd. 99, S. 256 (1917). 
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Tabelle 5. 
Amnioswasser Allantoiswasser 
Bebetinngeiacer $$ = , pe 
9 Tage 14 tise 9 Tage 14 Tage 
Menge d. ver rwend. iy 
Materials 129 eem 99 ecem 132 cem 210 ccm 
Aschenmenge in g | in®/, | in g | in®/, | ing in, | in g |in °%, 
Ceneataisiien 1,2008 | 0,9307 | 0,8772 | 0,8853 | 0,9900 | 0,7499 | 1,5527 | 0,7393 
Na 0,5411 | 0,4194 | 0,2253 | 0,2275 | 0,3961 | 0,3000 | 0,5509 | 0,2623 
K 0,0453 | 0,0351 | 0,0491 | | 0,0495 | 0,0635 | 0,0481 | 0,0758 | 0,0360 
Ca 0,0053 | 0,0041 | 9; 0254 | 0,0256 | 0,0144 | 0,0109 | 0,0402 | 0,0191 
Mg 0,0015 | 0,0011 0, 0215 | 0,0217] 0,0056  0,0042 | 0,0090 | 0,0042 
Cl 0,6558 | 0, 5083 | (9, 2292 | 0,2315 0, 4038 | | 0,3058 | 0,5536 | 0,2636 
H,SO, 0,0168 | 0 0130 | 0,0722 | 0 0729 | 0,0516 | 0, 0390 | 0,1121 | 0,0533 
P,O, 0,0038 | 0,0029 | 0 0421 0 0425 | 0,0348 | | 0 50259 | 0, 0609 | 0,0290 
SiO, 0,0211 0,0163 0 0268 | 0,0270 | 0,0038 | | 9, 0028 | 0,0042 | 0,0020 





Vorratsdepot von Kieselsiiure anlegt, die fiir das Wachstum 
des Tieres ebenso wichtig als EKisen ist. 


2. Zucker. 


Das Vorkommen des Zuckers im Fruchtwasser der Haus- 
siugetiere ist von mehreren Autoren festgestellt worden. 
Girber und Griinbaum!) stellten fest, daB der Zucker in 
der Amnios- und Allantoisfliissigkeit des Rindes, des Schweins 
und der Ziege in der Hauptsache Liavulose ist. Im mensch- 
lichen Fruchtwasser findet sich dagegen, sehr bemerkenswerter- 
weise, in normalen Fallen kein Zucker. 

Ich habe mit dem frischen Amnios- und Allantoiswasser 
auf Zucker verarbeitet. Es fiel aber immer negativ aus. 



















3. Stickstoffgehalt. 

Der Stickstoffgehalt des Amnios- und des Allantoiswassers 
beruht zum Teil auf dem in dieser Fliissigkeit enthaltenen 
EiweiB, zum Teil auf anderen stickstotfhaltigen Stoffen. Samt- 














1) Miinch. med. Woch. 1904, Nr. 9. 
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licher Stickstoff wurde einfach nach dem Kjeldahlschem 
Verfahren ermittelt. 





























Tabelle 6. 
Amnioswasser Allantoiswasser 
Be- canannsn 
r _| Menge d. 7 Menge d. | ; 
arid verwend. keneneenas | verwend. Gesamtstickstoff 
Materials Materials | 
in cem | in mg mg/dl in cem | 2 mg mg/dl 
2 0,490 245 10 5,74 57,4 
6 0,630 10,5 10 4,76 47,6 
10 0,840 8,4 5 2,66 53,2 
9 Tage 10 | 0,840 8.4 10 6,75 67,2 
10 0,840 8,4 10 5,46 54,6 
4 | 0,490 12,2 2 1,68 84,0 
5 | 0,560 11,20 10 6,65 66,5 
10 248,64  2486,4 10 27,58 27,58 
10 246,96 2469,6 10 17,78 177,8 
10 874,08 — 3740,8 10 62,86 628,6 
14 Tage 10 | 815,85  3153,5 10 79,24 792,4 
10 374.50 3745,0 10 65,80 658,0 
10 847,27  3472,7 10 63,56 635,6 
10 | 322,84 3228,4 10 52,36 523,6 
2 50,05 25025 2 29,47 | 1473,5 
17 Tage 2 87,10 . 1855,0 2 10,08 504,0 
2 33,04 | 1652,0 2 10,78 | 539.0 





Spezielles Interesse erregte der Befund des Amnioswassers 
bei der 14 tagigen Bebriitung. In dieser Periode scheint der 
N-Gehalt des Amnioswassers seinen Héhepunkt zu erreichen. 


4. Gesamt-Reststickstoff. 


Die beiden Fliissigkeiten wurden unter Herstellung 
schwach saurer Reaktion durch verdiinnte Essigsiure so lange 
im Sieden erhalten, bis das EiweiB zur voélligen Koagulation 
gebracht war, und dann filtriert. Das EiweiBkoagulum wurde 
griindlich mit siedendem Wasser ausgewaschen; die Wasch- 
wisser wurden mit dem Filtrat vereinigt und unter ver- 
mindertem Druck eingeengt. Jetzt fiigte ich so lange 20°/, ige 
Gerbsiurelésung hinzu, als noch ein Niederschlag entstand, lieB 
dann laingere Zeit stehen und konnte dann von der Fillung 
bequem abfiltrieren. Das Filtrat wurde jetzt so lange mit 


aS 
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Barythydratlésung versetzt, bis der sich beim Umriihren des 
Gemisches bildende miBfarbene Schaum einen roten Farbenton 
annahm. Der Niederschlag von Bariumtannat wurde filtriert 
und gut ausgewaschen; die Waschwisser wurden mit dem 
Filtrat vereinigt, mit Schwefelsiure bis zur sauren Reaktion 
versetzt und filtriert. Die einzelnen Portionen des Filtrates 
wurden vereinigt und unter vermindertem Druck stark ein- 
geengt, in ein genau geeichtes MeBgefiB gebracht und mit 
Wasser bis zur Marke aufgefiillt. In einem aliquoten Teil 
davon wurde der Stickstoff nach Kjeldahl auf bekannte 


Weise ermittelt. 


bezeichnet. 


Der Stickstoff wurde als Gesamt-Reststickstoff 


Der iibrige Teil der Lésung wurde unter Zusatz von Schwefel- 


siure mit Phosphorwolframsiure gefallt. 


Nach 


24 Stunden 


wurde der Niederschlag abfiltriert, sorgfaltig ausgewaschen, 
samt den Filter getrocknet und der Stickstoff nach Kjeldahl 


bestimmt. 


Phosphorwolframsiure fillbarer Natur bezeichnet. 


Tabelle 7. 


a) Amnioswasser. 


Der Stickstoff wurde als Reststickstoff von durch 








Bebriitungs- 
dauer 


9 Tage 
14 Tage 
17 Tage 


9 Tage 
14 Tage 
17 Tage 








Menge des 
verwendeten 
Materials in 

eem 


85,0 
90,0 
30,0 





Gesamt- 
Reststickstoff 
in 


mg/dl 


33,10 
87,11 
30,33 





Rest-N der 
durch P—Wo- 
Siure nicht 
fillbarer 
Natur in 
mg/dl 


1,50 
1,29 





4,37 


b) Allantoiswasser. 


70,8 
400,0 
42,0 





4,61 
41,65 
87,11 





3,57 
0,64 





20,74 


Rest-N der 
durch P—Wo- 
Siure nicht 
fillbarer und 
nach van 
Slyke be- 
stimmbarer 
Natur in 
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Das Filtrat des Phosphorwolframsiureniederschlages wurde 
mit Bariumcarbonat neutralisiert, filtriert und auf wenige 
Kubikzentimeter eingeengt. Aus dieser Liésung wurde der 
Aminostickstoff nach van Slyke auf bekannte Weise be- 
stimmt. 

Meine Befunde kénnen kurz in der Tabelle 7 zusammen- 
cestellt werden. 


5. Ammoniak und Harnstoft. 


Zahlreiche Forscher haben das Fruchtwasser auf Harn- 
stoff untersucht. Nach Fehling?) enthialt der Liquor amnii 
des Menschen im neunten Monat durchschnittlich 0,03 °/, 
Harustoff, im zehnten 0,046°/,. Bis jetzt hat sich niemand 
mit Amnios- und Allantoiswasser des Hiihnerembryos beschiiftigt. 
Bekanntlich ist der hauptsiichlichste N-haltige Bestandteil des 
Vogelharns Harnsiure. Der Vogelharn enthalt verhiltnismabig 
wenig Harnstoff. 

Im Embryo ist das Verhalten etwas anders. Meinen 
Untersuchungsresultaten zufolge ist der Harnstoffgehalt des 
Allantoiswassers im allgemeinen gréSer als der des Amnios- 
wassers, 


Tabelle 8. 


a) Amnioswasser. 











Menge des — , 
Bebriitungs- satin Ammoniak Harnstoff 
dauer Materials in l re j 

eem mg | mg/dl mg mg/dl 
NS eo —————— — — — 
9 Tage 40 0,3247 | 0,812 1,362 | ° 3,405 
14 Tage 70 13498 | 1,928 | ° 2,358 | 8,370 
17 Tage i4 0,2380 1,700 2,010 | 14,350 











b) Allantoiswasser. 


9 Tage 43 0,3295 | 0,766 2,400 | 5,580 
14 Tage 70 2.5150 | 3,594 14,880 21,250 
17 Taze 15 18720 | 12,480 8,500 56,660 





) Arch. f. Gyn. Bd. 14 (1879). 
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Der Harnstoff wurde durch Urease in Ammoniak iiber- 
gefihrt und das gebildete Ammoniak zusammen mit dem 
praformierten durch Titration bestimmt. Durch Subtraktion 
der praformierten Ammoniakmenge von derjenigen des simt- 
lichen Ammoniaks wurde die Menge des Harnstoffs gefunden. 


6. Harnsiure. 


Fiir Ermittlung der Harnsiure wurde das colorimetrische 
Verfahren von Folin und Wu?) angewandt. Im Amnioswasser 
findet sich sehr merkwiirdigerweise keine Harnsiure. Dagegen 
kommt im Allantoiswasser des Hiihnerembryos durchschnittlich 
0,01—0,02 °/, Harnsaure vor. 

Es folgt hier eine Tabelle, die die in den verschiedenen 
Versuchen erhaltenen Mittelwerte an Harnsdure im Allantois- 
wasser enthilt. 














Tabelle 9. 
Bebriitungs- Menge der ver- Menge der Harnsiure 
wendeten Allantois- 
dauer naa May ; 
fliissigkeit in ccm in mg in mg/dl 
9 Tage 6,7 0,6222 9,28 
14 Tage 6,9 0,7070 10,24 
17 Tage 2,9 0,5321 18,34 











7. Kreatin und Kreatinin. 


Das Kreatin wurde in Kreatinin iibergefiihrt und die 
Summe des aus Kreatin gebildeten Kreatinins bestimmt. Durch 
Subtraktion der priformierten Kreatininmenge aus der Summe 
wurde die Menge des Kreatinins gefunden. 

Die Ermittlung wurde nach Angabe von Folin und Wu 
colorimetrisch ausgefiihrt. 

Der Ubersichtlichkeit und der Kinfachheit halber stellte 
ich in folgender Tabelle die Resultate, in Prozenten die Mittel- 
werte des Kreatinins und Kreatins ausgedriickt, zusammen. 





1) Jl. of Biol. Chem. Bd. 38. 
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Tabelle 10. 





- Be- 
briitungs- 
dauer 


9 Tage 
14 Tage 
17 Tage 





Kreatin 


Menge d. | Menge des 

verwend. | Kreatins 

Allantois-| —? nee 
wassers | iD mg | in °/9 
L,7.cem | 0,1665 | 0,097 
1,9 cem | 0,3594 | 0,0189 
0,7cem | 0,2656 | 0,0379 


Kreatinin 








Menge d. | Menge 


verwend.| des Kreatinins 
Allantois-|: —————_———— 
wassers | in mg | in %/5 
1,7 cem | 0,3448 | 0,0203 
1,9 cem | 0,4386 | 0,0230 
0,7cem | 0,3929 | 0,0561 


In der Amniosfliissigkeit wurden das Kreatin und das 
Kreatinin immer vermiBt. 
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Uber die Hydrolyse von Wolle durch Natriumsulfid. 
1. Mitteilung. 


Von 


William Kiister, W. Kumpf und W. Koppel. 





(Aus dem Laboratorium fiir organische und pharmazeutische Chemie der Technischen 
Hochschule Stuttgart.) 


(Der Redaktion zugegangen am 15. September 1927.) 


A. Einleitung. 


In einem Vortrag vor der Chemischen Gesellschaft Stutt- 
gart teilte W. Kiister’) eine Beobachtung von W. Miinz mit, 
wonach Haare durch eine 3,2°/,ige Lésung von Natriumsulfid 
in verhiltnismaBig kurzer Zeit bis auf geringe Reste in Lésung 
iibergefiihrt wurden. Es lag eine ganz spezifische Wirkung des 
Sulfids vor, da die Wirkung nicht etwa auf die nach Gleichung 
Na,S + H,O = NaSH + NaOH entstehende Natronlauge zuriick- 
gefiihrt werden konnte. Denn eine '/, n-Lauge zersetzte Haare 
erst in viel lingerer Zeit und die gewahlte Konzentration der 
Natriumsulfidlésung konnte im besten Fall einer 1,86 °/, igen 
Natronlauge gleichkommen. Die spezifische Wirkung wurde 
zunichst dahin gedeutet, daB das Natriumsulfid eine Art Kreis- 
lauf durchmacht, indem es, nachdem es reduzierend und oxy- 
dierend auf die organische Substanz gewirkt hat, nach folgen- 
den Gleichungen wieder regeneriert wird. 

2Na,S + 2H,O = 2NaSH + 2NaOH 
2NaSH + 20H = Na,S, + 2H,O (reduz. Wirk. auf die org. Subst.) 

Na.S,+2H = 2NaSH (oxydierende Wirkung auf d. org. Subst.), 

wonach das Natriumsulfid sich den Enzymen ihnlich ver- 





1) Referat in der Zs. f. angew. Chemie Bd. 38, Nr. 10, 8. 216 (1925). 
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halten wiirde. Hiir diese Auffassung schien auch zu sprechen, 
da8, nachdem eine Menge Haare in Liésung iibergefiihrt war, 
die Lésung noch eine gleiche Menge des Haares aufzulisen 
imstande war und dieser Vorgang noch ein zweites und 
drittes Mal wiederholt werden konnte. Daf die Wirkung 
allmihlich nachlieB, erschien einleuchtend, da ja die Produkte 
der Hydrolyse in der Lésung verblieben. 

Die gleiche Beobachtung wurde dann auch bei Versuchen 
mit Wolle gemacht; doch ging auch die in vielfacher Menge 
von vornherein zugesetzte Wolle und zwar sogar in kiirzerer 
Zeit als beim fraktionierten Zusatz in Lésung, und schlieBlich 
erwies sich das AuBenwasser bei einer Dialyse, die nach 
72 tagiger Kinwirkung von Natriumsulfidlésung auf Wolle durch- 
gefiihrt wurde, frei von Natriumsulfid.!) Bleiacetat erzeugte 
jetzt einen weiBen Niederschlag. Es ist also anzunehmen, 
da& auBer den durch obige Gleichungen wiedergegebenen 
Prozessen noch andere verlaufen, bei denen eine Oxydation 
des Sulfids zum Sulfit, Sulfat und Thiosulfat stattfindet, wahrend 
die entsprechende Reduktion die organische Substanz betroffen 
haben miiBte. So war es jedenfalls interessant, die Hydrolyse 
eines Keratins durch Natriumsulfid in systematisch angelegten 
Versuchen zu verfolgen. Zwar konnte man nicht erwarten, 
irgendein Resultat zu eribrigen, das fiir die viel diskutierten 
Fragen nach der Struktur eines EHiwei®molekiils eine Auf- 
klirung bringen konnte, z. B. eine Entscheidung dariiber, ob 
die polypeptidartige Verkettung zu einem groBen Molekiil ein 
richtiges Bild fiir die Anordnung der Bausteine eines Proteins 
gibt, oder ob eine Kombination von Polypeptiden mit Diketo- 
piperazinen eine der Wirklichkeit besser entsprechende Vor- 
stellung bietet derart, da8 das Molekiil aus zwei oder mehreren 
solcher ,,Individualgruppen* von schon recht betrichtlicher 
GréBe besteht, die voneinander verschieden sind, aber nur 





1) Aus der Diplomarbeit von P. Sommer 1925. Es wurde auch 
festgestellt, daB die Oxydation einer Lésung von 50g Natriumsulfid in 
950 eem Wasser bei intensiver Riihrung in 25 Tagen vollstindig ge- 
worden war. Bei Anwesenheit eines Keratins diirfte die Oxydation 
aber schneller verlaufen. 


8* 
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durch ,, Nebenvalenzen“ zum Ganzen zusammengehalten werden..) 
Denn ehe an die Beantwortung solcher Fragen, die das Kiweib- 
molekiil betreffen, an Hand von Versuchen herangetreten werden 
kann, muBte bei einem Gewebe, wie es ein Haar oder ein 
Wollfaden vorstellt, dessen Zellen nicht als EKinheit, sondern 
als eine Vielheit von Kinzelindividuen aufgefaBt werden miissen’°), 
erst entschieden werden, ob unter den eingehaltenen Be- 
dingungen nur ein bestimmter Bestandteil herausgelést wird. 
Die in dieser Arbeit erhaltenen Resultate bei der Hydrolyse 
der Wolle durch Natriumsulfid deuten nun darauf hin, da’ sich 
die Wolle aus verschiedenen Proteinarten aufbaut. Und so 
sind denn die Resultate auch noch wenig geeignet, einen an- 
niihernd beweiskriftigen SchluB auf den Verlauf der AuBerst 
verwickelten Abbauprozesse zu ziehen. 

Als sicheres Ergebnis aller Versuche ergibt sich, daB das 
in Liésunggehen der Wolle unter dem EinfluB von Natrium- 
sulfid begleitet ist von der Zertriimmerung eines Tiles der- 
selben unter Abspaltung von Ammoniak und Auftreten von 
noch stickstoffhaltigen, aber bereits dialysablen Spaltprodukten, 
wihrend unter den nicht dialysablen Abbauprodukten wasser- 
lésliche Stoffe und, der Hauptmenge nach, ein verhiltnismifbig 
stark saurer wasserunloslicher Stoff auftritt, dessen saure Kigen- 
schaften mit zunehmender Dauer der Hydrolyse zunehmen, 
entsprechend der verstiirkten Abspaltung von Stickstoff als 
Ammoniak, und der immer als leicht lésliches Natriumsalz 
vorhanden ist. Seine Menge betrug nach Dstiindiger Ein- 
wirkung bereits fast ?/, der eingesetzten Wollenmenge, steigt 





1) Von einfacher zusammengesetzten Individualgruppen, etwa von 
lauter Diketopiperazinen, ist wohl bei den Fragen nach dem Aufbau 
eines Proteins von vornherein abzusehen. 

*) Dafiir sprechen schon die Differenzen der Analysen bei ver- 
schiedenen Untersuchungen. Nach Grothe, aus Gorup-Besanez, 
Physiol. Chem. 8. 145 und 662 (1874), schwankt der Schwefelgehalt von 
Wolle zwischen 1,3 und 3,4 °/,, fiir Stickstoff gibt Grothe 17,71 °/, an, 
wiihrend die fiir diese Arbeit verwendete Wolle nur 15,94 °/, Stickstoff 
aufwies. Nach J. Barrit u. A. T. King schwankte der S-Gehalt von 40 
bis 50 Wollen verschiedener Herkurft zwischen 3,03 und 4,13 °/,. Jl. 
Textile Inst. Bd. 17, S. 386/395; Chem. Zbl. 1926, II, 2129. 
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bei 25 stiindiger Kinwirkung auf iiber */,, wahrend ein Rest 
der Wollenbestandteile in nur gequollenem Zustande zuriick- 
bleibt, der nach I1stiindiger Kinwirkung noch 56°/,, nach 
§ stiindiger 40°/, und bei 25stiindiger 21°/, der eingesetzten 
Wollenmenge betrigt und dabei ebenfalls schon Stickstoff ver- 
loren hat. Bei 125 stiindiger Kinwirkung schlieBlich fillt die 
Ausbeute an wasserunléslich gebliebenen Stoffen auf etwa 1/, 
der eingesetzten Wollenmenge, obgleich hiernach die ganze 
Menge der Wolle in Lésung gegangen ist. Da der Stickstoff- 
gehalt dieser Stoffkategorie mit der Dauer der Kinwirkung 
fallt und immer gréBere Mengen der dialysablen bzw. wasser- 
léslich gewordenen Spaltprodukte auftreten, darf wohl der 
SchluB gezogen werden, daB in der Wolle zum mindesten zwei 
Proteine enthalten sind (A und B), von denen das eine rascher 
angegriffen wird als das zweite, so da nach 125stiindiger 
Kinwirkung Teil A weitgehend bis zu wasserléslichen Stoffen 
abgebaut ist, wihrend B eine geringfiigigere Verinderung er- 
litten hat. Die nach van Slyke durchgefiihrten Analysen der 
Wolle, des nach 1 Stunde und des nach 125 Stunden auf- 
tretenden wasserunléslichen, proteinartigen Stoffes, der noch 
in jedem Fall siimtliche KiweiBreaktionen gibt, zeigt nun, dab 
der Stickstoff der basischen Aminosiiuren schon in dem ersten 
Drittel, das nach 1 Stunde in Lésung gegangen ist, etwas, in 
dem nach 125 Stunden erhaltenen Produkt sehr bedeutend 
abgenommen hat, namentlich ist hier der Histidinstickstoff auf 
1/, der urspriinglich vorhandenen Menge gesunken.') Der Ge- 
samtstickstoff des Filtrats der Basen erfihrt dagegen eine 
zunichst kaum nennenswerte Steigerung. Auch in dem nach 
125 stiindiger EKinwirkung noch wasserunléslichen, nicht dialy- 
sablen Stoff ist nur ein geringer Verlust an diesem Stickstoff 
zu verzeichnen. 

Ks lhegt also der Schlu8 nahe, daB die basischen Be- 
standteile in erster Linie dem Angriff des Natriumsulfids zu- 
giinglich sind und ihm erliegen, wihrend die Monoamino-mono- 





1) Voraussetzung dabei ist allerdings, daB der Schwefelgehalt der 
Phosphorwolframsiiurefillung, die aus dem Hydrolysat des Eisessig- 
niederschlages erhalten wird, auf Cystin bezogen werden darf. 
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und -dicarbonsiuren resistenter sind. Man ist versucht aus 
diesem Resultat den SchluB zu ziehen, daB von den an- 
genommenen zwei Bestandteilen der Wolle der zuerst in Lésung 
gehende reicher an basischen Teilen ist. Er enthilt aber 
vielleicht einen Kern, der in seiner Zusammensetzung dem 
von vornherein bestindigeren Teil B tihnelt. Das kann auch 
daraus gefolgert werden, daB bei wiederholter EKinwirkung von 
Natriumsulfid auf das nach 1 stiindiger Einwirkung heraus- 
geléste wasserunlésliche Produkt immer weniger Stickstoff als 
Ammoniak und als stickstoffhaltige, aber bereits dialysable 
Spaltprodukte abgespalten werden und schlieBlich ein Stoff 
entsteht, dessen Gehalt an Stickstoff und Schwefel und dessen 
Methylierungsgrad dem des Stoffes gleichen, der nach 125 stiin- 
diger Kinwirkung auf die Wolle selbst erhalten wird. 
Wesentliche Unterschiede zwischen Wolle und dem Teil, 
der nach 125 stiindiger Natriumsulfideinwirkung noch wasser- 
unléslich geblieben war, wiesen auch in der Zusammensetzung 
des Gemisches die Hydrolysate nach dem Erhitzen mit Wasser 
auf 150°1) im Autoklaven auf. In beiden Fallen war voll- 
stindige Lésung bis auf nur geringe Reste eingetreten. [ie 
Extraktion wurde in beiden Fallen mit Ather, Essigester, 
Amylalkohol und Chloroform durchgefiihrt und als Ergebnis 
Aminosauren neben Diketopiperazinen festgestellt. Die Menge 
der ersteren war jedoch in beiden Fallen geringer im Vergleich 
mit der Menge der Diketopiperazine. Die bei diesen Extrak- 
tionen erhaltenen Aminosiiuren und Diketopiperazine waren 
ihrer Art nach im wesentlichen bei beiden Stoffen die gleichen, 
sie unterschieden sich aber betrichtlich in bezug auf ihre 
Menge. Bei Wolle war die Gesamtausbeute an beiden im 
Vergleich zu dem nach 125stiindiger Natriumsulfideinwirkung 
erhaltenen Stoff viel geringer. Wahrend beispielsweise mit 
Ather aus dem Hydrolysat des Wolleabkémmlings 9,3 g extra- 
hiert wurden, betrug das Gewicht der aus dem Wollehydro- 
lysat mit Ather extrahierten Substanzen auf gleiche Einwage 


11 Nach dem Vorgang von W.S. Ssadikow u. N. Zelinski 
(Biochem. Zs. Bd. 136, S. 241 (1923)], aber ohne Zusatz von 1°/, Salz- 
siiure. 
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bezogen nur 5,3 g. Basische Aminosiuren als Bestandteile 
der analysierten Diketopiperazine waren, nach dem Ausfall 
der Analysen zu schlieBen, nicht enthalten. Tyrosin konnte 
nicht gefaBt werden, obwohl der Sirup der Atherextraktion 
die Millonreaktion zeigte. Von Diketopiperazinen wurden nur 
solche erhalten, die sich aus einfachen Aminosiuren zusammen- 
setzten. Zu bemerken wire noch, daB der Druck im Auto- 
klaven waibrend der Hydrolyse von Wolle, obwohl deren Menge 
geringer war, wesentlich héher war, als bei dem Versuch, der 
mit dem nach 125 stiindiger Natriumsulfideinwirkung erhaltenen 
Stoff ausgefiihrt wiirde. 

Da schon verschiedentlich im Eiwei8 Diketopiperazine 
gefunden worden sind, zogen einige Forscher daraus den 
SchluB, Diketopiperazine miBten im EiweiBmolekiil praformiert 
sein und durch AuBerung von Nebenvalenzen den Zusammen- 
hang der Bruchstiicke bewirken. Ebensogut kénnte man 
aber auch annehmen, dab die Diketopiperazine erst ein sekun- 
dires Produkt darstellen. Wenn man sich nimlich das Eiweib- 
molekiil als lange Kette, wie in Bild 1 wiedergegeben, vorstellt, 
kénnte nach EKintritt von Wasser die Wiederabgabe von Wasser 
zu Diketopiperazinen, Aminosiiuren und Polypeptiden fiihren. 
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Eine Trennung des Gemisches von Aminosiuren, das aus 
dem nach 125stiindiger Natriumsulfideinwirkung erhaltenen 
Stoffes durch Hydrolyse mittels Salzsiure erhalten worden 
war, unter Anwendung der Estermethode, zeitigte keine be- 
merkenswerten Resultate. Von Aminosiuren wurden Glykokoll, 
Alanin, Valin, Leucin, Asparaginsiure, Glutaminsiure und 
Prolin erhalten. Serin, von dem nach Abderhalden}?) in der 
Wolle 0,1°/, enthalten sind, konnte nicht aufgefunden werden. 
Aus dem nach der Destillation der Ester zuriickbleibenden 
Riickstand wurde nur Leucinanhydrid isoliert. 


Experimenteller Teil. 


I. Vor Inangrifinahme der Versuche wurde die Wolle vor- 
sichtig bei 100—105° getrocknet”), dann 36 Stunden mit Ather 
extrahiert, wobei 2,56 °/, Rohfett weggenommen wurden, hierauf 
wieder bei 105° getrocknet und durch Ausklopfen von an- 
hingenden Verunreinigungen befreit. Aschenbestimmungen im 
Platintiegel ergaben 3,58 und 3,63°/,. 0,3852¢ : 0,0138 g. 
0,4263 : 0,0155 g. 

0,1138 g Substanz gaben 0,2102 g CO, und 0,0747 g H,O 

= 50,37°/, C und 7,34°/, H.?) 

0,2043 g Substanz gaben 0,3776 g CO, und 0,1324 g H,O 

= 50,40 °/, C und 7,25°/, H. | 

0,0941g Substanz gaben 0,0231 g¢ BaSO, (Carius) = 3,37 °/, S. 

0,1486 g “4 »  0,0374¢  ,, “ = §,45 °/, 5. 

1,0593g * verbrauchten 120,2 cem n/10-HC] = 15,90 °/, N, 

nach Kjeldahl 8 Stunden Kochen mit 20 cem H,SOQ,. 


0,8327g Substanz verbrauchten 94,93 cem n/10-HCl = 15,97 °/, N, 
nach Kjeldahl 8 Stunden Kochen mit 20 cem H,SOQ,. 


lI. Zu den Hydrolysen mit Natriumsulfid wurde eine Li- 
sung verwendet, die in 90ccm 10g Na,S+9H,O enthielt, also 
eine etwa 3°/,ige Losung. 





1) E. Abderhalden u. A. Voitinovici, Diese Zs. Bd. 52, 8. 348 
(1907). 

2) Bei dieser und den folgenden Einwagen ist der Aschengehalt 
bereits in Abzug gebracht werden. 
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A. Hydrolyse mit Natriumsulfid wahrend einer Stunde. 


9,7412 ¢1) Wolle wurden mit 200ccm Natriumsulfidlésung 
iibergossen und unter 6fterem Umschiitteln eine Stunde dige- 
riert. In dieser Zeit war nur ein Teil der Wolle in Lisung 
gegangen, wahrend der Rest eine starke Quellung zeigte. Der 
ganze Inhalt des Becherglases wurde nun in einen Dialysator 
gegeben und das AuBenwasser desselben alle 5—6 Stunden 
gewechselt. Dies wurde so lange fortgesetzt, bis das Wasser 
mit Bleiacetat keine dunkle Fallung mehr gab. Nach 3 Tagen 
war dies erreicht. Die gesammelten AuBenwasser ergaben zu- 
sammen 8250 ccm. 

Der Inhalt des Pergamentbeutels, der schwach alkalisch 
reagierte, wurde durch ein Leinentuch filtriert und der un- 
geléste Riickstand gut ausgewaschen, bis eine Probe des Fil- 
trats mit Essigsiure keine Triibung mehr gab. Filtrat und 
Waschwasser wurden vereinigt und auf dem Wasserbade auf 
60° erhitzt. Es hatte sich namlich gezeigt, daB die Fallung 
des ,,KiweiB“ bei dieser Temperatur am besten verliuft. Tropfen- 
weise wurde darauf mit Kisessig versetzt, bis sich der Nieder- 
schlag nicht mehr vermehrte. Kin UberschuB von LKisessig 
ist auf jeden Fall zu vermeiden, da sich der Niederschlag 
darin wieder lost. Es fillt ein voluminéser, weiBer Nieder- 
schlag. Nach kurzem Stehenlassen ballt er sich zusammen, 
wird abgesaugt, rasch gewaschen und im Vakuumexsiccator 
getrocknet. Auf diese Weise getrocknet, erhilt man eine braune, 
feste Kruste, die sich pulverisieren la8t. Wischt man dagegen 
den voluminésen Niederschlag nach dem Absaugen zuniichst 
mit gewohnlichem Alkohol, darauf mit absolutem Alkohol und 
schlieBlich mit absolutem Ather griindlich, und trocknet darauf 
im Vakuumexsiccator, so bleibt ein schneeweiBes, lockeres 
Pulver zuriick.?) Der im Vakuumexsiccator getrocknete protein- 
ahnliche Stoff wog 3,7341g. Uber 1/, des Gewichtes an Wolle 
konnte somit wieder gefillt werden. Dieser Stoff war in Wasser, 
Alkohol und Sauren unléslich, léste sich aber in Ammoniak 





1) Siehe Anm. 2 auf S. 120. 
*) Auf letztere Art wurde bei simtlichen Versuchen verfahren. 
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und n/2-Natronlauge. Die iiblichen HiweiBreaktionen, wie die 
Biuret-, Millon-, Xanthoprotein-, Schwefelblei-, Pikrinsiure-, 
Ninhydrinprobe und die Diazoreaktion waren simtlich positiv. 
Die Stickstoffbestimmung dieses ,,EiweiB“ ergab folgende Werte: 

0,1923 g Substanz verbrauchten 21,4 eem n/10-HCl, entsprechend 
0,0299 g N. 

Gef. 15,59 °/, N. 

Das Filtrat des Eisessigniederschlags wurde auf 400 ccm 
aufgefiillt und soll fernerhin als ,,. mnenwasser“ bezeichnet werden. 
In 100ccm davon wurde der Stickstoff nach Kjeldahl be- 
stimmt. 

100 cem verbrauchten 9,2 eem n/10-HCl = 0,0129 g N. 

400 ,, enthielten also 0,0516 g N. 

Das AuBenwasser, dessen Menge 8250ccm betrug, wurde 
gleichfalls analysiert, und zwar wurden 200ccm zur Bestim- 
mung des Ammoniakstickstoffs mit 10°/,iger Magnesiumoxyd- 
suspension im Vakuum bei 40° aus einem Claisenkolben destil- 
liert und das Destillat in einer mit n/10-HCl beschickten Vor- 
lage aufgefangen und spiter zuriicktitriert. 

2000 cem verbrauchten 0,77 cem n/10-HCl = 0,00108 g N. 

8250 ,, enthielten also 0,04455 g N. 

In weiteren 100 ccm des Au8enwassers wurde der Gesamt- 
stickstoff nach Kjeldahl bestimmt. 

100 cem verbrauchten 0,58 cem n/10-HCl = 0,000812 g N. 

8250 ,, enthielten also 0,0670 g N. 

Der nur in gequollenen Zustand versetzte Teil der Wolle 
wurde nach dem Auswaschen mit Wasser, Alkohol und schlieB- 
lich Ather, vorsichtig im Trockenschrank bei 100—105° ge- 
trocknet und in den Exsiccator gebracht. Sein Gewicht be- 
trug 5,4711¢. Kine Stickstoffbestimmung ergab folgenden Wert: 


0,9470 g Substanz verbrauchten 102 cem n/10-HCl, entsprechend 


0,1429 g N. 
, Gef. 15,09 °/, N. 


IIA. 1. Stufenweise Hydrolyse des Kisessignieder- 
schlages mit Natriumsulfid. 


Um zu priifen, ob sich die Zusammensetzung des Hisessig- 
niederschlags infolge Natriumsulfideinwirkung weiter verindert 
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a 


oder schlieBlich einen konstanten Wert erhalt und die Am- 
moniakabspaltung aufhért, wurden folgende Versuche durch- 
gefiihrt. 3,5205g des Eisessigniederschlags wurden nochmals 
mit einer Natriumsulfidlésung von der gleichen Konzentration 
behandelt, und zwar zuniichst 4 Stunden. Nach dieser Zeit 
wurde dialysiert und weiter behandelt wie bei der ersten Hydro- 
lyse. 0,5681 g waren ungelést geblieben, durch Fallen mit 
Kisessig wurden 2,7202 g ,,KiweiB“ erhalten. Die Stickstoff- 
bestimmung in den erhaltenen Stoffen und Lisungen ergaben 
folgende Werte: 
Der Eisessigniederschlag. 


0,0749 g Substanz verbrauchten 7,15 cem n/10- HCl, entspreechend 
001g N. 
Gef. 13,37 °/, N. 


Der Riickstand. 
0,1122 g Substanz verbrauchten 9,7 cem n/10-HCl, entsprechend 
0,0136 g N. 
Gef. 12,10°/, N. 


Das Innenwasser (Gesamtmenge 300 ccm) enthielt 0,0124 g N. 
100 eem verbrauchten 2,95 cem n/10-HCl. 


Das AuBenwasser (Gesamtmenge 4000 cem). 


1. Ammoniakstickstoff: 0,0196 g N. 
100 cem verbrauchten 0,35 cem n/10-HCl. 


2. Gesamtstickstoff: 0,0392 g N. 
100 eem verbrauchten 0,7 eem n/10-HCI. 


I] A. 2. Der bei dieser Hydrolyse erhaltene Kisessignieder- 
schlag (2,6453 g) wurde darauf nochmals 4Stunden lang mit 
Natriumsulfidlésung behandelt. Nach dieser Zeit war alles in 
Lisung gegangen und durch Fillen mit Kisessig konnten 
2,1007 g EiweiB erhalten werden. Die Analysenergebnisse 
waren folgende: 

Der Eisessigniederschlag. 


0,1696 g Substanz verbrauchten 15,5 cem n/10-HCl, entsprechend 
0,0217 g N. 
Gef. 12,80 9 N. 


Im Innenwasser (Gesamtmenge 400 ecm) 0,0124 g N. 
100 eem verbrauchten 2,22 cem n/10-HCl. 
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Das AuBenwasser (Gesamtmenge 4000 cem) enthielt: 
1. Ammoniakstickstoff: 0,0140 g N. 
100 cem verbrauchten 0,25 eem n/10-HCIl. 


2. Gesamtstickstoff: 0,0386 g N. 
100 ecm verbrauchten 0,69 eem n/10-HCl. 


IIA. 3. Dieser Eisessigniederschlag (1,9301 g) wurde nun 
zum drittenmal mit Natriumsulfidlésung behandelt. Bereits 
nach 2 Stunden war alles gelést, die Hydrolyse wurde aber 
auch 4 Stunden lang durchgefiihrt. Das Gewicht des durch 
Eisessig gefallten Kiwei8 betrug 1,4255 ¢. 





Folgende Werte wurden bei den Analysen erhalten: 


Der Eisessigniederschlag. 
0,1236 g Substanz verbrauchten 11,3 cem n/10- HCl, entsprechend 


0,0158 g N. 


Gef. 12,8°/, N. 


Im Innenwasser (Gesamtmenge 400 cem) 0,0112 g N. 


100 ecm verbrauchten 2,0 cem n/10-HCI. 


Tabelle I. 


Stufenweise Hydrolyse des Eisessigniederschlags. 























Dauer der Hydrolyse 4 Stdn. Weitere Nochmals 
4 Stdn. 4 Stdn. 
Einwage . a oe 3,5205 g 2,6453 g 1,9301 g 
Gewicht des Riickstandes 0,5681 g _ os 
Gewicht des gefillten Eisessig- 
niederschlags 2,7202 g 2,1007 g 1,4255 g 
N-Gehalt des Riickstandes 0,0136 g — —_ 
12,1 °/p 
N-Gehalt des gefillten Kis- 
essigniederschlags ; 0,010 g 0,0217 g 0,0158 
13,37 °/, 12,8 °/, 12,8 °%/, 
Gesamt-N im AuB8enwasser . 0,0392 g 0,0386 g 0,0291 g 
1,12 °/, 1,46 °/, 1,51 °/, 
Ammoniak-N im AuBenwasser 0,0196 g 0,0140 g 0,0117 g 
0,56 °/, 0,53 °/, 0,61 °/, 
Gesamt-N im Innenwasser 0,0124 g 0,0124 g 0,0112 g 
0,35 °/, 0,47 °/, 0,58 °/, 
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Das AuB8enwasser (Gesamtmenge 4000 ccm) enthielt: 
1. Ammoniakstickstoff: 0,0117 g N. 
100 cem verbrauchten 0,21 cem n/10-HCIl. 


2. Gesamtstickstoff: 0,0291 g N. 

100 cem verbrauchten 0,52 cem n/10-HCl. 

Die bei den letzten drei Versuchen erhaltenen Resultate 
sind in vorhergehender Tabelle I zusammengestellt. 

Man ersieht aus der Tabelle, daB der Kisessigniederschlag 
durch Natriumsulfidlésung weiter abgebaut wird, bis er schlie{- 
lich einen konstanten Stickstoffwert (12,8°/,) behalt. Dieses 
KiweiB gibt zwar bei der Hydrolyse immer noch Abbauprodukte 
an das AuBen- und Innenwasser ab und seine Menge nimmt 
infolgedessen ab, fallt man es aber, so erhalt man in bezug 
auf den Stickstoffgehalt einen Stoff von der Zusammensetzung 
des Ausgangsmaterials. Vielleicht enthalt also der leichter 
lésbare Teil A der Wolle einen Kern, der dem sehr ‘hnlich 
ist, der auch im Teil B, hier aber in gréBerer Menge, ent- 
halten ist (vgl. S. 130/131 bei II D). 

Ferner lassen sich folgende Werte berechnen in bezug 


auf die 
Stickstoffverteilung. 





| 
| 
| 
| 
i 























In Lisung gegangener N | » & R 13a 

s |, sl) was 1 ee 
a ie z Als Dialy- Nicht a-he - 2 2 SZ 

ons i) . sabler dialy- |--AS2Z]A wigs 

je x NH, ; m =| Lo b 

N sabler N{ A 2 DP ins 

ILA,} 100 | 4Stdn| 3,57 | 3,63 2,26 | 66,27 | 12,52 | 88,2 
I1A,] 100} 8 ,, | 3,96 | 6,96 3,51 | 7603 | 0 | 90,46 
IL A,} 100 12 ,, | 4,74 | 7,04 4,53 | 73,85 | 0 | 90,16 











Danach kénnte der nach einstiindiger Digestion der Wolle 
in einer ein Drittel der eingesetzten Menge iibersteigenden 
Ausbeute gewinnbare Eisessigniederschlag hauptsichlich den 
leichter angreifbaren Teil des Wollenkeratins enthalten. Dieser 
wird, wie aus den bei IJ A, und IIA, angefiihrten Werten 
hervorgeht, recht gleichmiBig weiter abgebaut und zwar zer- 
fallen in 4 Stunden immer etwa 25°/, der eingesetzten Menge. 
Ks laBt sich also berechnen, da in 24 Stunden etwa ‘/, ab- 
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gebaut sein werden, und in 125 Stunden {vgl. bei D) diirfte 
von diesem Teil des WolleeiweiB kein Kisessigniederschlag 
mehr erhalten werden, da sein Stickstoff nur noch in wasser- 
léslichen Abbauprodukten vorhanden ist. Es besteht danach 
die Méglichkeit, daB der leichter herauslésbare Teil der Wolle 
nach einstiindiger Digestion und weiterer vierstiindiger Behand- 
lung des jetzt fillbaren Eisessigniederschlags in Form eines 
fast einheitlichen Abbauproduktes zu erhalten sein wird. 

Von dem nach im ganzen 12stiindiger Hydrolyse erhal- 
tenen Hisessigniederschlag wurden noch folgende Analysen aus- 
gefiihrt: 

0,1045 g Substanz gaben 0,1955 g CO, und 0,0698 g H,O. 

0,1242 g . »  0,0343 g BaSO, (Carius, 6 Stdn., 200° 
mit rauchender HNO,). 

Die erhaltenen Werte’) stimmen recht gut zur Formel: 


C,4Hs90,2N;S Ber. 51,68°/, C 7,53°/, H  12,42°%, N  4,06%, S 
Mol.-Gew. 789,77 Gef. 51,04 7,47 12,8 3,79 


Zur weiteren Charakterisierung wurde der Stoff in Chloro- 
formsuspension mit Diazomethan im UberschuB behandelt, 
wobei unter lebhafter Stickstoffentwicklung Methylierung er- 
folgte, und zwar wurden, auf das verdoppelte Molekulargewicht 
bezogen, drei Methyle aufgenommen: 

6,325 mg Substanz gaben 3,004 mg AgJ = 3,04°/, CH, ber. fiir 
8CH,: 2,85°/>. 


IIb. Hydrolyse mit Natriumsulfid wahrend 5 Stunden. 


In gleicher Weise wie bei der Hydrolyse wahrend 1 Stunde 
wurde nun eine andere Wollenmenge (9,8722 g) 5Stunden lang 
mit 200 ccm Natriumsulfidlésung behandelt. Nach Ablauf der 
5 Stunden wurde dialysiert und wie friiher verfahren. Die 
Wolle hatte sich in eine schleimige Masse verwandelt. 

Der Eisessigniederschlag wog getrocknet 6,3494 g. Von 
der eingesetzten Wollenmenge konnten somit bei diesem Ver- 
such schon fast */, als fallbares KiweiB erhalten werden. Der 





1) Vgl. S. 120. 
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Niederschlag gab alle Ejiweifreaktionen. Eine Stickstoff- 


bestimmung ergab folgenden Wert: 


0,1903 g Substanz verbrauchten 19,7 eem n/10-HCl, entsprechend 
0,0276 g N. 

Gef. 14,50°/, N. 

Die Menge des AuBenwassers betrug 8 Liter. 200 ccm 
davon, mit 10°/, iger Magnesiumoxydsuspension bei 40° im 
Vakuum destilliert, ergaben einen Verbrauch von 0,98 ccm 
n/10-HCl, woraus sich der Gehalt des AuBenwassers an 
Ammoniak-N zu 0,055 g berechnet. 

In 100 ccm wurde der Gesamtstickstoff nach Kjeldahl 
bestimmt. Seine Menge entsprach 0,9 com n/10-HCl, woraus 
sich 0,101 g N fiir das AuBenwasser berechnet. 

Das Innenwasser wurde auf 400 ccm aufgefiillt und 100 ccm 
davon analysiert. Verbrauch: 12,5 ccm n/10-HCl entsprechend 
0,070 g N im Innenwasser. 

Der gequollene Riickstand, dessen Menge nach dem Waschen 
und Trocknen 2,9647 g betrug, hatte folgenden Stickstoffgehalt: 

0,2526 g Substanz verbrauchten 24,2 eem n/10-HCl, entsprechend 
0,03889 g N = 13,42°/, N. 


Il C. Hydrolyse mit Natriumsulfid wahrend 25 Stunden. 


Zur Hydrolyse wurden 10,3018 g Wolle angesetzt. Das 
Gewicht des gefillten Eiwei8 betrug 7,2124 g. Bei dieser 
Hydrolyse war die Ausbeute an Kiweif am gréBten, denn es 
konnten iiber ?/, des Gewichts der eingesetzten Wolle als 
Kisessigniederschlag gefaBt werden. Auch dieser Niederschlag 
gab alle EKiweibreaktionen. Die Stickstoffbestimmung gab 
folgende Resultate: 


0,2586 g Substanz verbrauchten 25,00 ecm n/10-HCl, entsprechend 
0,035 g N. 
Gef. 13,54 °/, N. 


Die 8000 com AuBenwasser enthielten: 


1, Ammoniakstickstoff: 0,0672 g N. 

200 cem verbrauchten 1,2 cem n/10-HCI1. 
2. Gesamtstickstoff: 0,129 g N. 

100 cem verbrauchten 1,15 cem n/10-HCl. 
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Das Innenwasser (400 ccm) enthielt 0,101 g N, 
100 eem verbrauchten 18 eem n/10-HCI. 
Der Riickstand, dessen Gewicht 2,1756 g betrug, enthielt 
12,6°/, N. 
0,2580 g Substanz verbrauchten 23,2 ccm n/10-HCl, entsprechend 
0,0325 g N. 


IID. Hydrolyse mit Natriumsulfid wahrend 125 Stunden. 


Um nun auch noch den Verlauf der Natriumsulfidhydrolyse 
wihrend einer liingeren Zeit beobachten zu kénnen, wurden 
9,7179 g Wolle 125 Stunden lang hydrolysiert. Nach Verlauf 
dieser Zeit war die gesamte Wolle, bis auf Verunreinigungen 
derselben, in Lésung gegangen. Die Lisung roch stark nach 
Ammoniak, und um dieses freie Ammoniak zu _ bestimmen, 
wurde ein Luftstrom durch die Hydrolysenfliissigkeit in eine 
Vorlage gesaugt, die mit n/10-HCl beschickt war. Nach 
10 stiindigem Durchleiten von Luft waren 18 ccm n/10-HCl 
neutralisiert worden, entsprechend 0,0252 g N. Das AuBen- 
wasser (8 Liter) enthielt 0,095 g Ammoniakstickstoff. 

200 cem verbrauchten 1,70 cem n/10-HCl 
und 0,280 g Gesamtstickstoff. 
100 cem verbrauchten 2,50 eem n/10-HCl. 
Das Innenwasser (400 ccm) enthielt 0,381 ¢ N. 
100 cem verbrauchten 68,0 cem n/10-HCl. 

Der Riickstand, dessen Menge 0,2295 g betrug, gab 

folgendes Analysenresultat: 


0,1716 g Substanz verbrauchten 11,4 ecm n/10-HCl, entsprechend 


0,0159 g N. 
Gef. 9,31 °/, N. 


Bei dieser Hydrolyse zeigte sich, daB der Eisessignieder- 
schlag bei zunehmender Dauer der Hydrolyse nicht mehr 
zunahm, wie bisher, sondern abnahm. Sein Gewicht betrug 
5,3145 g. Teile des nach 25 stiindiger Hydrolyse noch durch 
Hisessig fillbaren Stoffes sind also jetzt schon weiter abgebaut 
worden, womit sich die bedeutende Stickstoffzunahme im Innen- 
und AuBenwasser erklirt. Die chemischen Kigenschaften des 
Niederschlags waren die gleichen wie bei den andern Hisessig- 
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niederschlagen, auch er gab siimtliche EiweiBreaktionen, liste 
sich aber bereits in n/10-NaOH leicht auf. Die Analyse des 
hierbei erhaltenen ,.KiweiB“ ergab folgenden Wert: 


0,1239 g Substanz verbrauchten 11,39 cem n/i0-HCl, entsprechend 


0,016 g N. 


Gef. 12,88°/, N. 


Tabelle ILI. 





Dauer der Hydrolyse 


Einwage 
Gewicht des Riickstandes 


Gewicht des 
niederschlags . 


N-Gehalt d. Riickstandes 


Eisessig- 


N-Gehalt des 


niederschlags . 


Lisessig- 





1 Std. 


9,7412 g 


0,4711 


0,0299 g 





5 Std. 


9,8722 ¢ 


2.9647 


6,3494 


0,0339 
13,42 /, 


0,0276 g 





25 Std. 


10,3018 g 


2,1756 





9,7179 ¢ 


0.2295 


gt = 
5,3154 
0,0159 


is) 0 
9,31 re 


0,016 g 

















15,59 %, | 14,50%, | 18,54% |12,88° 
Gesamt-N im  AuBen- 
wasser og 0,067 g 0,101 g 0,129 ¢ 0,280 g 
0,69 °/, 1,02 °/, 125°, | 288°, 
Ammoniak-N im AuBen- 
wasser a a 0,045 g 0,055 g 0,067 g 0,095 ¢ 
0,46 °/, 0,56 °/, 0,65°/, | 0,98°/, 
Gesamt-N im Innenwasser 0,052 ¢ 0,070 g 0,101 g 0,381 g 
0,53 °/, 0,71 ° 0,98 °/, 3,92 ° 
Tabelle LV. 
Stickstoffverteilung. 
- 2, oO In Lésung gegangener N s m A 
<b) o = ® = res} 
oO 35 serens arenes: 3 
= ” : ZA oss Lor 3s = 
3 oo = ne ‘ = a 2S . s& 
oung? ont . fr) * per 
S| as | % | 38 |ge='"S2| 72) a 
ry = a a PS 5 2 he ms 
si < “3s |Ze |Ase a 
100 1Std.| 2,9 1,46 | 3,3 | 37,58 | 53,27 | 98,51 
| \ 
100 5 3,5 | 2,98 | 4,46 58,62 25,33 95,04 
100 | 25 41 | 3,78 6,17 | 59,61 16,73 90,39 
100 | 125 7,78 | 10,34 | 24,66 | 44,30 1,03 | 88,11 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie, CLXXI. 9 
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2,4562 g dieses Hisessigniederschlags wurden in 50 ccm 
n/10-NaOH gelést und im Polarisationsapparat untersucht. 
5 cem der Lésung drehten um 1,!1° nach links. 

In den Tabellen III und IV sind die Analysenresultate der 
vier Natriumsulfidhydrolysen zusammengestellt. 

Bei der Analyse des nach 125 stiindiger Hydrolyse er- 
haltenen Hisessigniederschlags wurden auBer 12,8°/, N 

50,629, C 1,38°% H und 3,96%, S 
gefunden, nach der Methylierung mit Diazomethan 3,29°/, CH...) 

0,2248 ¢g Substanz gaben 0,4173 g CO, und 0,1482 g H,O, 

0,1530 g " »  0,0441 g BaSO,. 

5,863 mg » 8,017 mg AgJ. 


ILE. Untersuchung des Innenwassers. 


Das bei der 125stiindigen Hydrolyse erhaltene Innen- 
wasser wurde nach dem Fallen mit Eisessig betrichtlich ein- 
geengt und Alkohol dazugegeben. Ein Teil der darin sich 
befindenden EiweiBspaltstiicke fiel dabei aus. Der Nieder- 
schlag wurde abfiltriert, mit Ather gut ausgewaschen und im 
Vakuumexsiccator getrocknet. Sein Gewicht betrug 1,6359 ¢. 
Kr war von gelblicher Farbe und sehr hygroskopisch. In 
Essigester und Amylalkohol war nichts davon léslich, dagegen 
war er in Wasser und Hisessig leicht léslich. Eine Stickstoff- 
bestimmung gab folgenden Wert: 


0,1022 g Substanz verbrauchten 5,10 cem n/10-HCl, entsprechend 


0,007144 g¢ N. 
Gef. 6,99°/, N. 


Auch dieser Stoff gab noch alle KiweiBreaktionen, jedoch 
mit frisch gefalltem Kupferoxyd gekocht keine Blaufarbung. 


Iff A. Analysen nach van Slyke.”) 
1. 3,0379 g des nach 1 stiindiger Natriumsulfidhydrolyse 


erhaltenen Hisessigniederschlags wurden mit 50 ccm 25°/ iger 
Salzsiure 18 Stunden, d. h. bis zum Verschwinden der Biuret- 





1) Vgl. die Werte auf S. 126. 
*) Abderhaldens Handb. der biol. Arbeitsmethoden. Abt. I, Teil 7, 


S. 56. 
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reaktion, gekocht. Der dabei entstandene Melaninniederschlag 
wurde abfiltriert (s. u.) und das Filtrat im Vakuum bei 40° 
konzentriert, bis méglichst alle freie Salzsiure vertrieben war, 
worauf auf 250 ccm aufgefiillt wurde. 
Der Gesamtstickstoff dieser Lésung betrug: 0,4693 ¢ = 100°/,. 
10 cem verbrauchten 13,14 cem n/10-HCI. 
a) Der Ammoniakstickstoff betrug: 0,0293 g = 6,23 °/,. 


b) ,, Melaninstickstoff » 3 0,0104g = 2,21. 
a) verbraucht auf 250 eem: 20,05 eem n/10-HCl, 
b) o , 250 cem: 7,10 eem n/10-HCl, 


s. 0. vereint mit dem Niederschlag, der beim Abtreiben des 
Ammoniaks mit Hilfe von Magnesiumoxyd entstanden war. 


c) Im Phosphorwolframsiureniederschlag bzw. der Lisung 
der basischen Aminosiuren in 50 ccm wurde bestimmt: 

«) Der Argininstickstoff betrug: 0,04670 g = 9,95 °/,. 

25 ccm = 10,1 cem n/10-HCl = 0,02828 g N 

abziiglich 0,00493 = 17°/, des Cystin-N 
0,02335 

8) Der Gesamtstickstoff betrug: 0,1373 g = 29,26 °/,. 

25 eem = 38,95 cem n/10-HCl 

+ 10,1 ceem (Arginin-N) 
49,05 

vy) Der Cystinstickstoft betrug: 0,02898 g = 6.16°/,. 

10 cem = 0,01932 g BaSQ,. 
5) Der Aminostickstoff der Basen betrug: 0,0795 g = 16,94 °/,. 

5 eem = 14,55 ecm N bei 21° und 734 mm (korr.). 
d) Im Filtrat der Basen (200 ccm). 
«) Der Gesamtstickstoff betrug: 0,2845 g N = 60,61 °,. 

25 cem = 25,39 ecm n/10-HCL. 
8) Der Aminostickstoff betrug: 0,2634 ¢ N = 56,12 °/,. 

10 cem = 24,1 cem N, 21° und 734 mm. 


2. 5,1820 g des nach 125 stiindiger Natriumsulfidhydrolyse 
erhaltenen Hisessigniederschlags wurden wie bei 1. angegeben 
behandelt. Die Lésung wurde auf 250 ccm aufgefiillt. 

Der Gesamtstickstoff derselben betrug: 0,658 g = 100 °/,. 
10 eem = 18,8 cem n/10-HCI. 


a) Der Ammoniakstickstoff betrug: 0,0311 g. 
b) ,, Melaninstickstoff » +: 0,0363 g. 


9* 
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a) verbraucht auf 250 cem: 22,19 ecm n/10-HCl. 
b) = » 250 cem: 25,91 eem n/10-HCI1. 
c) «) Der Argininstickstoff betrug: 0,05802 g. 
25 eem der Basenlésung = 12,39 cem n/10-HCl = 
0,03470 g N 
abziiglich 0,00569 g = 17°, des Cystin-N. 
0,02901 
8) Der Gesamtstickstoff betrug: 0,1421 g. 
25 cem = 38,37 ecm n/10-HCI. 
+ 12,39 cem n/10-HCl (Arginin-N) 
50,76 
y) Der Cystinstickstoff betrug: 0,0335 g. 
10 ecm gaben 0,02282 g BaSQ,. 
0) Der Aminostickstoff der Basen betrug: 0,0916 g. 
5 cem = 16,68 cem N, 21° und 738 mm. 
d) Im Filtrat der Basen (200 ccm). 
«) Der Gesamtstickstoff betrug: 0,4413 g. 
25 eem = 39,37 ecm n/10-HCI. 
8) Der Aminostickstoff betrug: 0,4066 g. 
10 cem = 37,27 ccm N, 22° und 736 mm. 


3. 6,250 g Wolle (aschefrei) wurden 16 Stunden mit 100 cen 
25°/,iger Salzsiure gekocht, schlieBlich auf 250 ccm aufgefiillt. 
Der Gesamtstickstoff betrug: 0,981 g. 
10 ccm = 28,01 cem n/10-HCl. 


a) Der Ammoniakstickstoff betrug: 0,0687 g. 
b) ,, Melaninstickstoff » +: 0,0165 g. 
a) verbraucht auf 250 ccm: 49,07 cem n/10-HCI. 
b) - », 250 cem: 11,83 ecm n/10-HCl. 
ce) «) Der Argininstickstoff betrug: 0,1046 g. 


25 eem der Basenlisung: 22,75 cem n/10-HCl = 


0,0637 g N 
abziiglich 0,0114 g Cystin-N 
0,0523 


8) Der Gesamtstickstoff der Basen betrug: 0,3228 g. 
25 eem: 92,55 eem n_/10-HCI. 
+ 22,75 ccm n/10-HC1 (Arginin-N) 
115,30 
y) Der Cystinstickstoff betrug: 0,0672 g. 
10 cem gaben 0,0448 g BaSQ,. 
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0) Der Aminostickstoff der Basen betrug: 0,1839 g. 
5 ecm gaben 33,65 cem N, 21° und 734 mm. 


d) Im Filtrat der Basen (200 ccm). 
«) Der Gesamtstickstoff betrug: 0,576 g. 


25 eem: 51.4 eem n/10-HE€I. 


Tabelle V. 




















| Eisessig- visessig- 
| W olle niederschlag | niederschlag 
von 1 Std. | von 125 Std. 
pS , ee ae | 0,27 °/, 0,34 °', 0,70 °/, 
Ammoniak-N «6.664 . 1,10 0,96 0,60 
(resaint-N der Basen ; 69 $52 2,74 
Amino-N der Basen . ear 2,94 | 2,62 1,77 
Awe 2 ef 1,54 1,12 
Cystin-N . | 1,08 0,95 0,65 
Histidin-N . . | : 1,45 1,12 0,20 
Fo. Ss 0,97 0,90 0,77 
Gesamt-N im Filtrat der basen 9,22 9,36 8,51 
Amino-N im Filtrat der Basen | 8,57 8,67 7,84 
Nicht-Amino-N im Filtrat der | 
ere oe 0,65 0,69 0.67 
Tabelle VI. 
Eisessig- Eisessig- 
Wolle niederschlag } niederschlag 


von 1 Std. | von 125 Std. 





Wie: 5a) 4521 Soo 1,69°, 2.21%, 5,51 | 
Ammoniak-N ... . 7,01 6,23 4,71 
Gesamt-N der Basen . . . ; 32,92 29,26 21,58 
Amino-N der Basen. . . . 18,75 16,94 13,92 
Gesamt-N im Filtrat der 

Basen... 58,74 60,61 67,00 
Aminostickstoff im Filtrat ee 

Basen... 54,60 56,12 61,73 


Nicht-Amino-N im Filtrat — 
Basen. .... . 4,14 4,49 5,27 
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6) Der Aminostickstoff betrug: 0,535 g. 
10 cem gaben 48,85 cem N, 22° und 740 mm. 


In den Tabellen V und VI sind die Resultate der dre: 
Analysen nach van Slyke zusammengestellt, und zwar in 
Tab. V die Prozentgehalte an Stickstoff, in Tab. VI die Stick- 


stofiwerte auf Gesamtstickstoff berechnet. 


Tab. VII enthilt die Werte fiir den Arginin-, Cystin-, 


Histidin- und Lysingehalt. 
Tabelle VII. 





Kisessig- Eisessig- 
Wolle niederschlag | niederschlag 
von 1 Std. | von 125 Std. 











Avgimm .. . . « + 5,20 °/, 4,78 °/, 3,48 °/, 
Grates . 2. 2 bs 5 9,21 8,18 5,54 
Histidn . . |. 5,36 4,15 0,75 
a ae 5,03 4,72 4,03 


IV. Hydrolyse des nach 125 stiindiger Natriumsulfideinwirkung 
erhaltenen Eisessigniederschlags mit konzentrierter Salzsaure. 


Aufarbeitung der Spaltprodukte nach der Ester- 
methode von EK. Fischer.) 


Da die nach der Salzsiurehydrolyse ausgefiihrte Analyse 
nach van Slyke doch nur einen unvollstindigen Kinblick in 
die Zusammensetzung des Hisessigniederschlags gestattete, 
wurde eine weitere Portion des bei 125stiindiger Natrium- 
sulfidhydrolyse erhaltenen Kiwei8produktes der Kstermethode 
von K. Fischer unterworfen. 

Zunichst wurden gréBere Mengen von diesem ,,Hiweif 
hergestellt und 100g davon mit 300g rauchender Salzsiure 
(1,19) am RiickfluBkiihler zunichst auf dem Wasserbade, dann 
auf dem Baboblech hydroiysiert. Nach 8 stiindigem Kochen 
gab die Liésung keine Biuretreaktion mehr. Die Melaninstoffe 
wurden durch Koliertuch abfiltriert und gut ausgewaschen. 
Das Filtrat und das Waschwasser wurden vereinigt und im 





1) Diese Zs. Bd. 33, S, 151 (1901). 
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_ 


Vakuum eingedampft. Schon beim Einengen schieden sich 
feste Stoffe ab, die Lésung wurde nun im Eisschrank aui- 
bewahrt, wodurch sich der ausgeschiedene Stoff vermehrte, er 
wurde abgenutscht, mit Salzsiiure gewaschen und als Chlor- 
hydrat der Glutaminsiéure identifiziert. Die Ausbeute betrug 
9,3 g. Zur Analyse wurde die Substanz im Vakuumexsiccator 
iiber Schwefelsiiure getrocknet. 


0,1034 g Substanz gaben 0,1236 g CO, u. 0,0516 g H,O. 


0,0841 ¢ " » 95,74 ¢em N (20°, 735 min). 
0,0492 g : , 0,0381 g AgCl. 
C;H,,0O,NCl 
Ber. 32,709), C 5,45 °/, H 7,639), N 19,35), Ci 
Gef. 32,60 5,58 7,72 19,16 


Die in der Liésung verbliebenen Stoffe wurden dann nach 
Vorschrift verestert und der nach dem Verdampfen verbleibende 
Riickstand in absolutem Alkohol geldst, filtriert und die Lésung 
auf 500 ccm aufgefiillt. In 2 ccm davon wurde der Chlor- 
gehalt durch Titrieren ermittelt (7,6 com n/10-NaOH) und die 
berechnete Menge Natrium, 4,48 g in 180 ccm Alkohol geldst, 
zu der alkoholischen Lisung der Esterchlorhydrate der Amino- 
siuren gegeben. Im Kisschrank schied sich nun Kochsalz 
ab, dessen Menge durch Zugabe von Ather vervollstiindigt 
wurde. Es wurde abfiltriert und die alkoholische Lisung der 
Kster im Claisenkolben im Vakuum der fraktionierten Destil- 
lation unterworfen. 

Bis 35° und 10 mm Druck ging nur Alkohol iiber. Die 
erste Fraktion wurde bis zu einer Wasserbadtemperatur yon 
60° bei 12 mm Druck aufgefangen (18,5 g), die Vorlagen wurden 
bei simtlichen Destillationen mit einer Eiskochsalzmischung 
gekiihlt. Die zweite Fraktion wurde bis zu einer Wasserbad- 
temperatur von 100° und 12 mm Druck auigefangen (23,3 g’, 
Die dritte Fraktionierung erfolgte an der Olvakuumpumpe bei 
einer Wasserbadtemperatur von 100° und 0,2 mm Druck (26,2 g) 
und die vierte Fraktion schlieBlich bei gleichem Druck und 
einer Olbadtemperatur von 100—180° (14,6 g). 

Die drei ersten Fraktionen wurden sofort nach der Destil- 
lation jede fiir sich durch Kochen mit der 10 fachen Menge 
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Wasser am RiickfluBkiihler verseift, das Kochen wurde bis 
zum Aufhéren der alkalischen Reaktion fortgesetzt, was im 
Durchschnitt nach 7—8 Stunden eingetreten war. Jede dieser 
Fraktionen wurde nun vollstandig zur Trockne eingedampft 
und der Riickstand mit absolutem Alkohol ausgekocht, um 
das Prolin herauszulésen. Die beim Abkiihlen des Alkohols 
auftretenden Triibungen, von mitgelésten Aminosduren ver- 
ursacht, wurden abfiltriert und die drei nun vereinigten alko- 
holischen Filtrate im Vakuum zur Trockne verdampft. Der 
Riickstand wurde nochmals in absolutem Alkohol aufgenommen, 
wobei ein unldslicher Riickstand zuriickblieb. Das Filtrat 
wurde nochmals zur Trockne eingedampft und wieder in abso- 
lutem Alkohol gelést, worauf kein Riickstand zuriickblieb. Die 
alkoholische Lésung enthielt jetzt nur noch Prolin. Sie wurde 
eingedampit und das erhaltene Prolin getrocknet. Der Zer- 
setzungspunkt lag bei 204°.1) Die Ausbeute betrug 3,4 g. Durch 
Kochen mit einem Uberschu8 von frisch gefiilltem Kupferoxyd 
wurde es in das Kupfersalz iiberfiihrt. Das ungeléste Kupfer- 
oxyd wurde von der blauen Fliissigkeit abfiltriert und diese 
im Vakuum zur Trockne eingedampft und das erhaltene Kupfer- 
salz bei 150° im Trockenschrank getrocknet. Es krystallisierte 
in Tafeln. Seine Analyse ergab folgenden Kupferwert: 

0,1021 g Substanz gaben 0,0277 g Cu,S. 

C,.H,,0,N,Cu Ber. 21,78°/, Cu 
Gef. 21,67 

Die in absolutem Alkohol unléslichen Teile der drei Frak- 
tionen wurden nun fiir sich in Wasser gelést, durch Kochen 
mit Tierkohle entfarbt und bis zur beginnenden Krystallisation 
eingeengt. Dieser ProzeB wurde nach dem Abfiltrieren der 
Krystalle so oft wiederholt, bis das ganze Lésungsmittel ver- 
dampft war. Diese Krystallfraktionen wurden darauf ge- 
trocknet und ihre Schmelz- bzw. Zersetzungspunkte bestimmt. 





') 1-Prolin hat nach E. Fischer den Zersetzungsp. 206—208°, 
Diese Zs. Bd. 33, §. 151 (1901); nach Kossel u. Dakin 220—222°; 
d-Prolin 215—220°, Diese Zs. Bd. 41, S. 407 (1904); E. Fischer u. 
G. Zemplén, Chem. Ber. Bd. 42, S. 2995 (1909); d,l-Prolin 205°; 
E. Fischer, Chem. Ber. Bd. 34, S. 454 (1901). 
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Die ersten Krystallfraktionen eines jeden Teiles bestanden 
gréBtenteils aus Leucin, sie zeigten einen Zersetzungspunkt, 
der in der Nahe von 296° lag.') Sie wurden vereinigt, durch 
wiederholtes Umkrystallisieren aus heiBem Wasser gereinigt 
und durch Kochen mit Kupferoxyd in das Kupfersalz ver- 
wandelt. Sie krystallisierten in rhombischen Tafeln, Zur 
Analyse wurden sie bei 150° getrocknet. 
0,0965 g Substanz gaben 0,0235 g Cu,S. 
C,,H,,0,N.Cu Ber. 19,60°/, Cu 
Gef. 19,45 
In gleicher Weise wurden auch die iibrigen Krystallfraktionen, 
von denen manche keine genauen Zersetzungspunkte gaben, 
behandelt. Es wurden die Kupfersalze davon hergestellt und 
teilweise konnten diese infolge ihrer verschiedenen Léslich- 
keitseigenschaiten voneinander getrennt werden. So konnte 
das Kupfersalz des Valins von den iibrigen dadurch getrennt 
werden, daB es in Methylalkohol gelést wurde. Nach dem 
Verdampfen des Alkohols im Vakuum und Trocknen bei 150° 
zeigte das Salz folgenden Kupfergehalt. 
0,1133 g Substanz gaben 0,0302 g Cu,S. 
C,,H,,0,N,Cu Ber. 21,50°/, Cu 
Gef. 21,28 
Kin weiteres Kupfersalz, welches in Wasser leicht léslich war 
und in 6seitigen Blittchen krystallisierte, hatte folgenden 
Kupfergehalt: 
0,1057 g Substanz gaben 0,0349 g Cu,S. 
C,H,,0,N.Cu Ber. 26,52 °/, Cu 
Gef. 26,37 
Das Salz war somit Kupferalanin. 


Kin anderes Kupfersalz, das in Wasser weniger leicht 
léslich war und durch wiederholtes Auskrystallisierenlassen 
aus heiBem Wasser gereinigt wurde, konnte als Kupfersalz 


') l-Leucin nach E. Fischer 293—295°, Chem. Ber. Bd. 33, 8. 2370 
(1900); E. Schulze 295°, Chem. Ber. Bd. 9, S. 100 (1876); d,l-Leucin 
nach E. Fischer 298—295°, Chem. Ber. Bd. 33, 8S. 2373 (1900); d- 
Leucin nach F. Ehrlich 293°, Biochem. Zs. Bd. 1, S. 8 (1906). 
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des Glykokolls identifiziert werden, es krystallisierte in blauer 
Nadeln. 

0,1251 g Substanz gaben 0,0467 g Cu,S. 

C,H,O,N.Cu Ber. 29,86°/, Cu 
Gef. 29,81 

Die vierte Fraktion, die bei einer Olbadtemperatur vo 
100—180° iibergegangen war, wurde auf andere Art ver- 
arbeitet. Nach E. Fischer wird zuniichst der Phenylalanin- 
ester abgetrennt, der in Ather leicht léslich ist. Zu diesem 
Zweck wird die KHsterfraktion zunichst mit dem 5 fachen 
Volumen Wasser versetzt und die Lésung mit dem gleichen 
Volumen Ather im Scheidetrichter ausgeschiittelt. Nach 
Trennung der beiden Schichten enthilt der Ather den Pheny!- 
alaninester. Nach Abdestillieren des Athers war jedoch kein 
Riickstand zuriickgeblieben, somit auch kein Phenylalaninester 


in der Fraktion vorhanden. Die wiiBrige Lésung wurde daraui 


durch Kochen mit der doppelten Menge des Gewichtes der 
gesamten HKsterfraktion an Baryt verseift. Das Baryt wurde 
zu diesem Zweck in heiBem Wasser gelést und in einen Rund- 
kolben filtriert. Nach dem Abkiihlen wurde die Mutterlauge 
von den ausgeschiedenen Barytkrystallen abgegossen und die 
wiBrige Loésung der Ester dazu gegeben. Darauf wurde 
der Kolbeninhalt auf dem Wasserbad zum Sieden erhitzt 
und durch 2stiindiges Kochen verseift. Die Liésung wurde 
einige ‘lage stehen gelassen; dabei hatten sich geringe 
Mengen eines Stofies abgeschieden, dieser wurde abfiltriert 
und mit 20 ccm 25°/,iger Schwefelsiure gekocht. Das ge- 
bildete Bariumsulfat wurde abfiltriert und das Filtrat mit 
Baryt von der iiberschiissigen Schwefelsiiure befreit. Das 
Filtrat vom Bariumsulfat wurde darauf zur Trockne verdampit 
und der restierende Riickstand, der aus rhombischen Blittchen 
bestand, analysiert. Der Schmelzpunkt, im _ geschlossene1 
Roéhrchen bestimmt, lag bei 270°. Die Ausbeute betrug 3,2 ¢. 
Zur Analyse wurde die Substanz im Vakuumexsiccator iiber 
Schwefelsiure getrocknet. 


0,1254 g Substanz gaben 0,1652 g CO, und 0,0610 g H,0. 
0,0983 g s » 8,99 cem N (18°, 738 mm). 








a 
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C,H,O,N — Ber. 36,08°/, ©  5,31°/, H  —-:10,53.°/, N 
Gef. 35,93 5,43 10,42 


Die Werte stimmen somit mit l-Asparaginsiiure tiberein.!) Das 
Filtrat vom asparaginsauren Baryt wurde mit Schwefelsiiure 
vom Baryt befreit und die Lisung im Vakuum zur Trockne 
eingedampft. Der Riickstand wurde darauf in Wasser geldst, 
zur Kntfarbung mit Tierkohle gekocht und in die klare Lisung 
gasférmige Salzsiure bis zur Siittigung eingeleitet. Durch 
Kinengen der Lisung im Vakuum konnte ein krystallinischer 
Stoff erhalten werden, der sich aus konzentrierter Salzsiiure 
umkrystallisieren lieB. Kr stellte sich als Glutaminsiurechlor- 
hydrat heraus. Seine Menge betrug 4,1 g. Der Schmelzpunkt 
lag bei 187 °°) 


0,1382 g Substanz (i. V.) gaben 0,1650 g CO, und 0,0696 g H,O. 


0,0974 ¢ ” s . 6,87 eem N (18°, 738 mm). 
0,0532 g < " , 00,0411 g AgCl. 

C;H,,0,NCl 
Ber. 32,70°/, C 5,45°/, H 7,63 °/, N 19,35 %/, Cl 
Gef. 32,56 5,63 7,45 19,11 


Im Vakuum wurde die Mutterlauge zur Trockne ein- 
sedampft, der Riickstand in Wasser gelést und zur méglichsten 
Kntfernung der Salzsiiture nochmals eingedampft. Der Riick- 
stand wurde nun wieder in Wasser gelést und so lange mit 
Bleioxyd gekocht, bis eine nach dem Erkalten entnommene 
Probe keine Chlorreaktion mehr gab. Es wurde vom Blei- 
chlorid abfiltriert und zur Entfernung des gelésten Bleis 
Schwefelwasserstoff eingeleitet. Das Bleisulfid wurde abfiltriert 
und das Filtrat eingeengt, hierbei schied sich nochmals Aspa- 
raginsaure ab. 


0,1043 g Substanz (i. V.) gaben 0,1373 g CO, und 0,0512 g H,O. 


0,0836 ¢ ‘ ° . 7,64 eem N (18°, 740 mm). 
C,H,0O,N Ber. 36,08°/, C 531°), 10,53 °/, N 
Gef. 35,90 5,49 10,44 





Michael gibt dafiir einen Schmelzpunkt von 270—271° an, 
Chem. Ber. Bd. 28, S. 1632 (1895). 

?) Nach Wolff liegt der Schmelzpunkt bei 193°, Liebigs Ann. der 
Chem. Bd. 260, S. 119 (1899). 
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Zusammentassend wurde in der ersten Fraktion an Amino- 
siuren Glykokoll, Alanin, Leucin und Prolin gefunden, in dex 
zweiten Valin, Leucin und Prolin, in der dritten Leucin und 
Prolin und in der vierten Glutaminsiure und Asparaginsiure. 
Serin, welches auch in der vierten Fraktion enthalten sein 
sollte, konnte nicht nachgewiesen werden, eventuell vorhandenes 
lag in so geringen Mengen vor, daB sich diese der Isolierung 
entzogen. Nach Abderhalden enthalt Schafwolle 0,1 °/. 
Serin.}) 


Verarbeitung des bei der Destillation der Ester 
verbleibenden Riickstandes, 


Der bei der Destillation zuriickgebliebene, dunkelbraune, 
zahfliissige Riickstand wurde mit Essigester ausgekocht. Nach 
Verdampfen desselben blieb ein Stoff von folgender Zusammen- 
setzung zuriick. Der Schmelzpunkt lag bei 267°. 

0,1291 g Substanz (i. V.) gaben 0,3003 g CO, und 0,1151 g H,0. 


0,0906 g ‘ " » 9,82 eem N (20°, 738 mm). 
C,.H,,0,N, Ber. 63,66 °/, C 9,80°/,H 12,399, N 
Gef. 63,43 9,97 12,26 


Seiner Zusammensetzung nach kénnte der Stoff Leucin- 
anhydrid sein.?) Des weiteren wurde der Sirup mit konzen- 
triertem Barytwasser 16 Stunden gekocht. Der Baryt wurde 
mit Schwefelsiure entfernt, das Filtrat vom Bariumsulfat ein- 
geengt und durch Einleiten von gasférmiger Salzsiure noch- 
mals Glutaminsiiure als salzsaures Salz erhalten. 


V A. Hydrolyse des Eisessigniederschlags mit Wasser 
im Autoklaven. 


Obwohl die vollstandige Hydrolyse nach van Slyke in 
Verbindung mit der Estermethode von EK. Fischer trotz der 
unvermeidlichen Verluste noch immer die einzige Methode ist, 
die gestattet einen ungefahren Uberblick iiber den Gehalt 


1) E. Abderhalden u. A. Voitinovici, Diese Zs. Bd. 52, S. 348 
oe & 
(1907). 
*) E. Fischer gibt dafiir einen Schmelzpunkt von 270—271° an, 
Chem, Ber. Bd. 39, S. 2893 (1906). 
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eines Proteins an den verschiedenen Bausteinen zu erhalten. 
hat es doch nicht an Versuchen gefehlt, durch andere Methoden 
der Konstitution des EiweiSmolekiils niher zu kommen. Eine 
davon ist die Spaltung durch iiberhitzten Wasserdampf.’) 

100 g des bei 125stiindiger Natriumsulfidhydrolyse er- 
haltenen Hisessigniederschlags wurden in einem mittels elek- 
trischen Stromes heizbaren Autoklaven gegeben, mit 800 ccm 
destilliertem Wasser iibergossen und auf 150° erhitzt und 
5 Stunden lang auf dieser Temperatur gehalten. Wiihrend 
dieser ganzen Zeit zeigte das Manometer keinen ablesbaren 
Druck an (die Manometereinteilung begann erst bei 5 Atm.). 
Nach dem Erkalten des Autoklaven wurde abgeblasen und es 
zeigte sich ein geringer Druck. Es entwich hierbei ein un- 
angenehm nach Schwefelwasserstoff und Ammoniak riechendes 
Gas. Das EiweiB war bis auf einen geringen schwarzen Riick- 
stand, dessen Gewicht 6,4 ¢ betrug, mit brauner Farbe in 
Lésung gegangen.”) 93,6 g hatten sich somit geldst. Die 
Lésung roch gleichfalls nach Schwefelwasserstoff und Ammoniak 
und reagierte schwach alkalisch. Mit 5 ccm der auf 900 ccm 
aufgefiillten Lésung wurde eine Stickstoffbestimmung nach 
Kjeldahl durchgefiihrt. 

5 eem verbrauchten 46,14 cem n/10-HCl. 

900 cem " 8305,2 ecm »  » entspr. 11,63 g N. 

Gef. 12,43 °/, N. 


Ammoniakstickstoffbestimmung der Lésung. 


50 com der Lésung wurden mit Magnesiumoxydsuspension 
aus einem Claisenkolben im Vakuum bei 40° destilliert und 
das Destillat in einer mit n/10-HCl beschickten Vorlage auf- 
gefangen, 

50 ecm verbrauchten 43,4 eem n/10-HCl. 

900 ecm ™ 781,2 cem »  , entspr. 1,094 ¢ N. 

Gef. 1,17°/, Ammoniak-N. 





1) W.S. Ssadikow u. N. Zelinski, Biochem. Zs. Bd. 136, S. 241 
(1923). 

”) Er enthielt 9,79°/, N (0,1581 ¢ Substanz verbrauchten 11,05 ecm 
n/10-HC)), 
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Eigenschaften der Lésung. 


Mit frisch gefailltem Kupferoxyd gekocht, gab sie Blau- 
firbung, mit Kisessig gab sie keine Fallung, auch wirkte sie 
nur schwach reduzierend. Folgende EiweiBreaktionen waren 
simtlich positiv: Die Biuret-, Millon-, Schwefelblei-, Pikrin- 
siure-, Dinitrobenzol-, Xanthoprotein- und Ninhydrinprobe. Mit 
Pikrinsiure + Sodalésung trat beim Erhitzen eine rotbraune 
Farbung auf, die auf Diketopiperazine hinwies. Ein Versuch, 
die Lésung durch Dialyse eventuell in zwei Fraktionen zer- 
legen zu kénnen, scheiterte daran, daB alles nach wiederholtem 
Wechseln des AuBenwassers in dieses hineindiffundierte und 
im Innenwasser nach dem Eindampfen nichts zuriickblieb. 

100 cem der Lésung wurden darauf in einer Vakuum- 
eindampfschale zur Trockne eingedampft. Es hinterblieb eine 
gelbe, spréde, blasige, leicht pulverisierbare, stark hygrosko- 
pische Substanz, die in Wasser wieder vollkommen ldslich 
war. Ihr Gewicht betrug 9,89 g. 


Aminostickstoffbestimmung. 

2,5350 g der getrockneten Substanz wurden in 25 cem Eisessig 
geldst. 

5 eem Lésung (entspr. 0,5070 g Substznz) gaben 6,32 cem N (21°, 
730 mm). 

Entspr. 0,68°/, Amino-N. 

Die so erhaltene Hydrolysatmasse liBt sich sowohl in 
trocknem Zustand, mit Sand verrieben, mit Ather und Essig- 
ester extrahieren, als auch in waBriger Liésung. Bei diesem 
Versuch wurde die Extraktion aus der wiiBrigen Lésung vor- 
genommen. 


Atherextraktion. 


Diese wurde auf dem Wasserbade in einem Extraktions- 
apparat fiir Fliissigkeiten vorgenommen. Schon wiahrend der 
Extraktion schieden sich am Kolbenrande weiBe krystallinische 
Krusten ab. Die Extraktion war nach 40 Stunden beendet 
und die Lésung gab an Ather nichts mehr ab. 

Der am Kolbenrand direkt abgeschiedene Stoff wog nach 
dem Trocknen im Vakuumexsiccator 0,9 g, er reagierte gegen 
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Ninhydrin negativ, gab dagegen mit Soda + Pikrinsiurelésung 
eine rotbraune Firbung (Diketopiperazine). Durch wiederholte 
fraktionierte Krystallisation aus heiBem Alkohol konnten drei 
Fraktionen erhalten werden. Die Schmelzpunkte waren fol- 
gende: I. 271°, Il. 255° und III. 134° Die ersten beiden 
Fraktionen schieden sich beim Erkalten der alkoholischen 
Liésung in schénen weiben Nadeln aus. Die Analysenresultate 


waren folgende: 
I. Schmelzp. 271°. 


0,1365 g Substanz (i. V.) gaben 0,3130 g CO, und 0,1184 ¢ H,O. 
0,1356 ¢ ; » 16,02 eem N (21°, 740 mm). 

II. Schmelzp. 255°. 

0,1524 g Substanz (i. V.) gaben 0,3489 g CO, u. 0,1302 g H,O. 


0,1173 g a i “ 13,92 eem N (21°, 739 mm). 

C,,H,,0.N, Ber. 62,26°/, C 9,50°/, H 13,21°/, N 
Gef. I. 62,53 9,71 13,36 
Gef. IL. 62,43 9,56 13,40 


Diesen Analysen zufolge bestehen die beiden ersten Frak- 
tionen aus einem Valyl-leucinanhydrid.!) Die dritte Fraktion 
mit dem Schmelzp. 134° ergab folgenden Wert: 

0,1273 g Substanz (i. V.) gaben 0,2674 g CO, und 0,0839 g H,O. 


0,1492 g ‘ 5, 22,13 cem N (24°, 748 mm), 
C.H,,0,.N, Ber. 57,109/, C 7,19°/, H 16,67°/, N 
Gef. 57,28 1,37 16,78 


Die Substanz wiirde mit Prolyl-alaninanhydrid iiberein- 
stimmen.?) 

Der im Ather gelést gebliebene Teil war betrichtlich 
sréfer und hinterlieB nach dem Verdampfen des Athers einen 
Sirup (8,4 g), aus dem sich nach lingerem Stehen krystalli- 
nische Substanzen abschieden. Diese waren in absolutem 
Alkohol schwerer léslich als der Sirup. Sie lésten sich in 
siedendem Alkohol und konnten auf diese Weise vom Sirup 
getrennt werden. Ihr Schmelzpunkt lag bei 262°. 


1) Das synthetische d,l-Valyl-d,l-leucinanhydrid von KE. Krause 


Monatsh. Bd. 29, S. 1119 (1908)] hat den Schmelzp. 273—274°. 


*) Der Schmelzpunkt des synthetisch von E. Fischer und U. Su- 
zuki [Chem. Ber. Bd. 37, S. 2842 (1904)] hergestellten Stoffs liegt bei 
126—129°, 
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0,1423 g Substanz (i. V.) gaben 0,3266 g CO, und 0,1224 g H,0. 


0,1239¢ ‘ , 14,67 cem N (24°, 748 mm). 
C,,H,,0O.N, Ber. 62,26), C 9,50°/, H 18,219/, N 
Gef. 62,59 9,62 13,39 


Auch diese Substanz entspricht demnach dem Valyl-leucin- 
anhydrid, 

Da der restierende Sirup, welcher beim Kochen mit Kupfer- 
oxyd keine Blaufirbung, wohl aber Farbung auf Diketo- 
piperazine gab, nicht weiter zum Krystallisieren gebracht 
werden konnte, wurde er mit konzentrierter Salzsiiure (1,19 
15 Stunden gekocht und im Vakuum eingedampft. Zur mig- 
lichsten Entfernung der Salzsiure wurde der graue Riickstand 
in Wasser geldst, filtriert und nochmals im Vakuum zur 
Trockne verdampft. SchlieBlich wurde er wieder in Wasser 
gelist und so lange mit einem Uberschu8 von Bleioxyd gekocht, 
bis eine nach dem Erkalten entnommene Probe des Filtrats 
keine Chlorreaktion mehr gab. Die Loésung wurde darauf mit 
Schwefelwasserstoff vom gelésten Blei befreit, und das Blei- 
sulfid abfiltriert. Diese Lésung gab die Ninhydrin- und Millon- 
reaktion, reduzierte Silbernitrat und gab beim Kochen mit 
Kupferoxyd Blaufarbung. Die Lésung wurde eingedampft und 
mit Alkohol behandelt, der gréfte Teil des Hydrolysats war 
darin léslich. 

A. Der in Alkohol unlésliche Teil reduzierte nicht Silber- 
nitrat und zeigte auch keine Millonreaktion, die Ninhydrin- 
reaktion war positiv. Er wurde in Wasser gelést und ein 
Kupfersalz hergestellt, dieses erwies sich als Leucinkupfer. 

0,0962 g Substanz gaben 0,0234 g Cu,S. 

C,.H,,0,N,Cu Ber. 19,60°/, Cu 
Gef. 19,42 


B. Die alkoholische Lésung wurde zur Trockne einge- 
dampft. Der Riickstand zeigte die Millonreaktion. Er wurde 
in Wasser gelist und die waBrige Liésung mit Ather extra- 
hiert. Es wurden auf diesem Wege Krystalle erhalten, deren 
Menge jedoch so gering war, daB ihre Bestimmung nicht durch- 
fihrbar war. Die ausgeitherte Liésung wurde mit frisch- 
gefalltem Kupferoxyd gekocht und ein Kupfersalz erhalten. 








} 
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Durch fraktionierte Krystallisation konnte eins in gréBerer 
Ausbeute erhalten werden. Es erwies sich als Alaninkupfer. 
0,1043 g Substanz gaben 0,0342 g Cu,S. 


C,H,,.0,N,Cu Ber. 26,51°/, Cu 
Gef. 26,18 


Obwohl die Lésung des Sirups Millonreaktion zeigte, 
konnte kein T'yrosin erhalten werden. 


Kssigesterextraktion. 


An die Extraktion mit Ather wurde die mit Essigester 
angeschlossen. Auch hierbei schieden sich schon wahrend der 
Extraktion krystallinische Krusten ab (0,8 g). Der weitaus 
erdBte Teil der extrahierten Stoffe blieb jedoch im Kssigester 
gelést oder hatte sich in Form von Sirup am Kolbenboden 
abgesetzt. Nach dem Abdampfen des Kssigesters blieb ein 
Sirup zuriick, der in heiBem Methylalkohol léslich war (12,2 g). 
Beim Erkalten der Lésung fiel ein krystallinischer Stoff aus. 
Der Schmelzpunkt lag bei 235°. Sowohl diese Substanz als 
auch die weiter oben erwihnten krystallinischen Krusten waren 
gegen Ninhydrin negativ. Letztere waren gleichfalls in Methyl- 
alkohol léslich und konnten durch wiederholtes Umkrystalli- 
sieren gereinigt werden. Ihr Schmelzpunkt lag bei 228°. Die 
Analyse ergab folgende Werte: 

0,1352 g Substanz (i. V.) gaben 0,2809 g CO, und 0,1048 g H,O. 

0,1296 g ~ " » 19,19 ccm N (23°, 740 mm). 


Schmelzp, 235°. 
0,1621 g Substanz (i. V.) gaben 0,3364 g CO, und 0,1221 g H,O. 


0,1428 g - ‘ 5 21,14 cem N (23°, 740 mm). 

C.H,,0.N, Ber.  56,43°/, C 8,299, H 16,479), N 
Gef. I. 56,66 8.67 16,63 
Gef. II. 56,59 8,43 16,62 


Der Zusammensetzung nach sind beide Substanzen Valyl- 
alaninanhydrid.) 
Untersuchung des Sirups. 
Der Sirup ist ninhydrinpositiv, er enthalt freie Amino- 
sdurep. Kr wurde in Alkohol gelést und stehen gelassen, nach 


*) Der Schmelzpunkt des synthetisch von E. Fischeru. J. Schenkel 
(Liebigs Ann. der Chem. Bd. 354, S. 12 (1907)] hergestellten liegt bei 240°. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie. CLXXI. 10 
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einiger Zeit schied sich ein krystallinischer Stoff aus, dieser 
wurde abfiltriert und mit heiBem Methylalkohol behandelt, 
worin er teilweise léslich war. Der in Methylalkohol unlis- 
liche Teil wurde mit Wasser ausgezogen und die wiibrige 
Lésung zur Darstellung von Kupfersalzen verwendet. ks 
wurde ein lilablaues Salz, in Nadeln krystallisierend, erhalten, 
und bei 150° getrocknet. 


0,1256 ¢ Substanz gaben 0,1383 g CO, und 0,0622 g H,O. 


0,1523¢ , » 0,0499 g CuO. 
C,H,,0,N,Cu Ber. 30,12°/, C 631°), H 26,46°/, Cu 
Gef. 30,03 5,54 26,18 


Die Substanz ist das Kupfersalz des d,l-Alanins. Aus 
dem in Methylalkohol léslichen Teil konnte Valinkupfer, in 
Blaittchen krystallisierend, erhalten werden. Das Salz wurde 
bei 150° getrocknet. 

0,1136 g Substanz gaben 0,0302 g Cu,S. 

C,H _,0,N,Cu Ber. 21,50°/, Cu 
Gef. 21,23 


Hydrolyse des Sirups. 

Der Sirup wurde mit konzentrierter Salzsiiure 18 Stunden 
gekocht und im Vakuum eingedampft. Zur médglichsten 
Entfernung der Salzsiiure wurde er nochmals in Wasser 
gelést und eingedampft, darauf mit Bleioxyd gekocht, bis dic 
Lésung chlorfrei war, filtriert, das Filtrat mit Schwefelwasser- 
stoff behandelt und das Filtrat vom Bleisulfid mit Kupfer- 
oxyd gekocht und die Kupfersalze durch fraktionierte Kry- 
stallisation voneinander getrennt. Die Ausbeute an Leucin- 
kupfer war am betrachtlichsten, daneben wurden noch Alanin- 
und Valinkupfer erhalten. Zur Analyse wurden die Salze bei 
150° getrocknet. 

0,0937 g Substanz gaben 0,0228 g¢ Cu,S. 


C,.H,,0,N,Cu Ber. 19,60°/, Cu 

Gef. 19,48 

0,1237 g Substanz gaben 0,0408 g Cu,S. 
C,H,,0,N,Cu Ber. 26,51°/, Cu 


Gef. 26,34 
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0,1183 g Substanz gaben 0,0316 g Cu,S. 
C,,H..0,N,Cu Ber. 21,50°/, Cu 
Gef. 21,33 


Amylalkoholextraktion. 


Nach der erschépfenden Extraktion mit Ather und Essig- 
ester folgte die mit Amylalkohol. Sie wurde in einem Extrak- 
tionsapparat nach Lindt unter Turbinierung der Fliissigkeit 
wiihrend 20 Stunden durchgefiihrt. Nach Abdampfen des 
Alkohols im Vakuum blieb eine betrichtliche Menge eines 
gelbbraunen Sirups zuriick (8,6 g). Derselbe zeigte Reaktionen 
auf freie Aminosiiuren, er wurde mit heiBem Athylalkohol be- 
handelt, dabei schied sich ein Stoff aus, der ninhydrinnegativ 
yar. Durch weiteres Umkrystallisieren wurde ein schén in 
Nadeln krystallisierender Stoit mit dem Schmelzp. 239° er- 
halten. 

0,1255 g Substanz (i. V.) gaben 0,2701 g CO, und 0,0955 g H,O. 


0,1347 g ss ‘ » 17,96 cem N (19°, 734 mm). 
C,H,.O.N, Ber. 58,65°/, C 8,76°/, H 15,22°/, N 
Gef. 58,69 8,52 15,06 


Die Werte wiirden somit fiir ein Leucyl-alaninanhydrid 
stimmen.') Die alkoholische Liésurg des Sirups wurde ver- 
dampft und ein Teil davon zur Darstellung von Kupfersalzen 
verwendet. Die Ausbeute daran war gering. Durch frak- 
tionierte Krystallisation konnte Leucinkupfer erhalten werden. 

0,0853 g Substanz gaben 0,0206 g Cu,S. 

C,,H.,0,N,Cu Ber. 19,60°/, Cu 
Gef. 19,29 

Der Rest des Sirups wurde 16 Stunden mit konzentrierter 
Salzsiure gekocht, worauf Alanin-, Valin- und Leucinkupfersalz 
erhalten wurde. Die Salze wurden bei 150° getrocknet. 

0,0929 g Substanz gaben 0,0306 g Cu,S. 

C,H,,0,N,Cu Ber. 26,51°/, Cu 
Gef. 26,30 


1) EK. Fischer und O. Warburg gaben fiir das synthetische d,]1- 
Leucyl-d,l-alaninanhydrid einen Schmelzpunkt von 247° an [(Liebigs 
Ann. der Chem. Bd. 340, §. 152 (1905)|. Fiir das 1-Leucyl-d-alanin- 
anhydrid gibt E. Fischer 251° an [Chem. Ber. Bd. 39, S. 2893 (1906)). 
10* 
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60,1013 g Substanz gaben 0,0273 g Cu,S. 


C,,H,.0,N,Cu Ber. 21,50°/, 
Gef. 21,52 
0,1127 g Substanz gaben 0,0274 g Cu,S. 
C,,H,,0,N,Cu Ber. 19,60°/, Cu 
Gef. 19,42 


Chloroformextraktion. 


AnschlieBend an die Amylalkoholextraktion folgte eine mit 
Chloroform. Hierbei wurden wieder feste Stoffe erhalten (0,4 ¢ 
und Sirup (4,7 g). Sowohl die feste Substanz als auch der 
Sirup gab keine Ninhydrinreaktion. Die Krystalle (Nadeln 
wurden aus heiBem Alkohol umkrystallisiert. Ihr Schmelz- 
punkt lag bei 236°. 

0,1376 g Substanz (i. V.) gaben 0,2963 g CO, und 0,1094 g H,O. 


0,1156 g ~ . » 15,64 ecm N (21°, 740 mm). 
C,H,,.0.N, Ber. 58,65°/, C 8,76°/, H 15,22°/, N 
Gef. 58,72 8,9 15,30 


Der Zusammensetzung nach ist auch diese Substanz ein 
Leucyl-alaninanhydrid.*) Der Sirup der Chloroformextraktion 
konnte trotz mannigfacher Bemtihungen nicht zur Krystalli- 
sation gebracht werden, und da er keine Reaktionen auf freie 
Aminosiuren zeigte, wurde er der Hydrolyse mit konzentrierter 
Salzsiure unterworfen. Es konnten jedoch auch hierbei keine 
weiteren Kupfersalze erhalten werden, als eben die schon aus 
den vorhergehenden Sirupen bekannten. 


Untersuchung der zuriickgebliebenen Lésung. 


Nach der Extraktion mit Ather, Essigester, Amylalkohol 
und Chloroform war eine braune Lésung zuriickgeblieben 
(700 ccm). Diese gab noch alle EKiweiBreaktionen, u. a. beim 
Kochen mit Kupferoxyd Blaufairbung, aber auch mit Soda + 
Pikrinsiurelésung die rotbraune Fiarbung (Diketopiperazine). 
Sie reagierte schwach alkalisch. 





1) E. Fischer u. O. Warburg geben fiir das synthetische d,1- 
Leucyl-d,l-alaninanhydrid einen Schmelzpunkt von 247° [Liebigs Ann. 
der Chem. Bd. 340, S. 152 (1905)} an, fiir das 1-Leucyl-d-alaninanhydrid 
gibt E. Fischer 251° an (Chem. Ber. Bd. 39, S. 2893 (1906)}. 
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In 5 ccm der Lisung wurde der Stickstoffgehalt bestimmt. 
5 cem verbrauchten 36,7 eem n/10-HCl. 
700 ccm o 5138,0ccm ,,  , entspr. 7,2 g N. 
Gef. 7,699, N 


Der Rest der Lésung (650 ccm) wurde im Vakuum zur 
Trockne eingedampft. Es hinterblieb ein braungelber, spréder, 
sehr hygroskopischer Riickstand. Sein Gewicht betrug 34,8 g; 
in 700cem waren demnach 37,30g enthalten. Urspriinglich 
waren in 900ccm 93,6¢g Eiweif gelést. Zur Extraktion ge- 
langten T00ccm = 72,8 g EiweiB. Es waren noch enthalten 
37,380 g, demnach sind 35,5 g durch die Extraktion herausgeholt 
worden, was fast der Hialfte entspricht. 

Im Wasser war der Riickstand sehr leicht léslich. In 
Athyl- und Methylalkohol waren nur geringe Spuren loslich. 
Die wiBrige Lésung wurde mit Silbernitrat behandelt, woraut 
ein Niederschlag fiel, der sich beim vorsichtigen Neutralisieren 
mit verdiinnter Natronlauge etwas vermehrte. Sowohl der 
Niederschlag (A), als auch das Filtrat (B) davon wurde mit 
Schwefelwasserstoff behandelt, das Silbersulfid abfiltriert und der 
liberschiissige Schwefelwasserstoff durch Einleiten von Stick- 
stoff vertrieben. Beim Kochen der Lisungen mit Kupferoxyd 
gab die Lésung B Blaufairbung, die Lisung des durch Schwefel- 
wasserstoff zerlegten Niederschlags A nicht. Beide Liésungen 
gaben aber die Diketopiperazinreaktion. Lésung B wurde schwach 
eingeengt, stehen gelassen, und die ausgefallenen Kupfersalze 
abfiltriert. Zum Teil waren diese in Methylalkohol ldslich, 
der Rest wurde durch fraktionierte Krystallisation gereinigt. 
Mit Sicherheit konnten zwei Salze identifiziert werden. Vor 
Ausfiihrung der Analyse wurden sie bei 150° getrocknet. Das 
in Methylalkohol lésliche war das Kupfersalz des Valins. 

0,1461 g Substanz gaben 0,0394 g Cu,S. 

Ci oHe90,N,Cu Ber. 21,49°/, Cu 
Gef. 21,54 
Das andere hatte folgenden Kupfergehalt: 
0,1273 g Substanz gaben 0,0312 ¢ Cu,S. 
C,,H,,0,N,Cu Ber. 19,60°/, Cu 
Gef. 19,57 
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Die Substanz ist das Kupfersalz des Leucins. 

Die Lésung A wurde im Vakuum zur Trockne verdamptt. 
Der Riickstand mit absolutem Alkohol behandelt. Nach Ver- 
dampfen desselben blieb ein Stoff zuriick, der aus Alkohol in 
langen Nadeln krystallisierte. Sein Schmelzpunkt lag bei 295°. 

0,1253 g Substanz (i. V.) gaben 0,2780 g CO, und 0,1037g H,0O. 





0,1479¢ ,, i » 18,29 cem N (21°, 740 mm). | 
C,.H,,0,N,, Ber. 60,569, C 9,159, H 14,149, N | 
Gef. 60,50 9,26 13,98 


Die Substanz konnte somit Valinanhydrid sein. ?) 

Der iibrige Riickstand wurde hierauf mit hei’em absoluten 
Alkohol behandelt, beim Abdampfen desselben blieb abermals 
ein Riickstand zuriick, der zur Analyse im Vakuumexsiccator 
getrocknet wurde. Der Schmelzpunkt war 239° 


0,1145 g Substanz gaben 0,2464 g CO, und 0,0930 ¢ H,0. 
0,1631 ¢ ™ » 22,19 cem N (21°, 740 mm). 
C,H,,0,N, Ber. 58,65°/, C 8,76°/, H 15,22°/, N 

Gef. 58,68 9,09 15,38 


Die Substanz ist ein Leucyl-alaninanhydrid. ’) 
Trotz mannigfacher Versuche konnten aus dem Rest des 
Riickstandes keine weiteren Substanzen isoliert werden. 


V B. Hydrolyse von Wolle mit Wasser im Autoklaven. 


Zum Schlu8 soll noch kurz ein Versuch geschildert werden, 
bei dem Wolle durch iiberhitzten Wasserdampf im Autoklaven 
zerlegt wurde. Es wird jedoch bemerkt, da dieser Versuch 
keinerlei Anspruch auf Vollstiindigkeit erhebt, er sollte ledig- 
lich einen Uberblick gewithren; um genauere Resultate zu er- 
halten, hitte eine wesentlich gréBere Menge von Wolle der 
Hydrolyse unterworfen werden miissen. 

25¢ Wolle und 750ccm Wasser wurden in den Auto- 
klaven gegeben und 8 Stunden auf 150° erhitzt. Das Mano- 


a - ws ) 


') Das d,l- Valinanhydrid von E. Fischer u. J.Schenkel weist 
einen Schmelzpunkt von 303° auf. Liebigs Ann. d. Chem. Bd. 354, 5.12 
(1907). 

*) Das synthetische d,l-Leucyl-d,l-alaninanhydrid von E. Fischer 
und O. Warburg schmilzt bei 247°. 
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meter zeigte hierbei 10 Atm. an. Auch beim Abblasen war 
ein wesentlich gréBerer Druck zu konstatieren, als dies bei 
der Hydrolyse des nach 125 stiindiger Natriumsulfideinwirkung 
erhaltenen Stoffes der Fall war. Das entweichende Gas roch 
unangenehm nach Ammoniak und Schwefelwasserstoff. Die 
Wolle war bis auf einen geringen Bodensatz (1,135 g), der sich 
in der Hauptsache als urspriingliche Verunreinigung erwies, 
mit brauner Farbe in Lésung gegangen. Die Liésung roch 
eleichfalls nach Schwefelwasserstoff und Ammoniak, sie re- 
agierte schwach alkalisch und gab alle KiweiBreaktionen. Mit 
Pikrinsiure + Sodalésung trat eine rotbraune Fiirbung ein 
(Diketopiperazine), und beim Kochen mit Kupferoxyd Blau- 
farbung. In 50 ccm der auf 800 ccm aufgefiillten Lésung wurde 
der Ammoniakstickstoff bestimmt. 

50 eem verbrauchten 22,6 cem n/10-HCI. 

800 _,, “a 361,6_ ,, “ , entspr. 0,5065 g N. 


Gef. 2,12°/, Ammoniak-N. 

In 5ccm wurde der Gesamtstickstoff bestimmt. 

5 eem verbrauchten 151,8 eem n/10-HCl. | 

800 ecem ” 2428.8 ,, »  » entspr. 3,40¢g N. 

Gef. 14,26 . N. 

100cem der Lésung wurden im Vakuum zur Trockne ein- 
gedampft, es hinterblieb ein gelber, blasiger, stark hygroskopi- 
scher Riickstand. 


Amunostickstoffbestimmung. 
2,2450 g der getrockneten Substanz wurden in 25 ccm 
Kisessig gelést. 
5 cem (entspr. 0,449 g Substanz) gaben 6,55 cem N (21°, 740 mm). 
Gef. 0,80°/, N. 


Atherextraktion. 


In gleicher Weise, wie im Abschnitt VA beschrieben, 
wurde auch das Wollehydrolysat mit Ather, Essigester, Amy]- 
alkohol und Chloroform extrahiert, und die Trennung der Be- 
standteile der einzelnen Fraktionen durchgefiihrt. Die Aus- 
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beute an extrahierten Stoffen war aber hier durchweg ge- 
ringer als bei der entsprechenden Menge Eisessigniederschlag. 

Auch hier schieden sich bei der Extraktion mit Ather 
feste Stoffe ab. Ihr Gewicht betrug 0,12 g. Der Schmelzpunkt 
lag bei 262° 


0,0657 g Substanz (i. V.) gaben 0,1505 g CO, und 0,1124 g H,0. 


0,0412 g i " » 4,79 eem N (20°, 744 mm). 
C,,H,,O0.N, Ber. 62,26 °/, C 9,50 °/, H 13,21 °/, N 
Gef. 62,47 9,57 13,26 


Die Substanz stimmt mit Valyl-leucinanhydrid iberein. ') 
Aus dem Sirup (1,3 g) konnte ein Stoff isoliert werden, dessen 
Schmelzpunkt bei 255° lag und der in langen weiBen Nadeln 
krystallisierte. . 

0,1261g Substanz (i. V.) gaben 0,2950 g CO, und 0,1130 g H,O. 

0,0573 g a ” » 6,11 cem N (20°, 744). 

C,.H,,0,N, Ber. 63,66 °/, C 9,80 °/, H 12,39 °/, N 

Gef. 63,81 10,03 12,16 

Der Stoff kénnte Leucinanhydrid sein.*) Aus dem zuriick- 
bleibenden Sirup konnten nach Salzsiurehydrolyse die Kupfer- 
salze von Alanin und Leucin erhalten werden, sie wurden bei 
150° getrocknet. 


0,0834 g Substanz gaben 0,0276 g Cu,S. 


Ber. 26,51 °/, Cu Gef. 26,43 °/, Cu (Alanin). 
0,0979 g Substanz gaben 0,0239 g Cu,S. 
Ber. 19,60 °/, Cu Gef. 19,50°/, Cu (Leucin). 


Essigesterextraktion. 
Aus den festen Krusten wurde eine Substanz mit dem 
Schmelzpunkt von 155° in Blattchen krystallisierend erhalten. 
0,0973 g Substanz (i. V.) gaben 0,2238 g CO, und 0,0770 g H,O. 


0,0625 g ¥ ss » 7,08 cem N (20°, 746 mm). 
C,,H,,0.N, Ber. 62,86 °/, C 8,60°/, H 13,18 °/, N 
Gef. 62,72 8,85 12,96 





1) Das synthetische Anhydrid von E. Krause hat einen Schmelz- 
punkt von 273—274°. 

2) Das synthetische d- und ]-Leucinanhydrid von E. Fischer hat 
den Schmelzp. 270—271° 
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Die Werte stimmen mit Prolyl-leucinanbydrid iiberein.*) 
Der Sirup von der Kssigesterextraktion enthielt freie Amino- 
siiuren. Es wurden erhalten: 

0,0783 g Substanz gaben 0,0208 g Cu,S. 


Ber. 21,50°, Cu Gef. 21,22 °/, Cu (Valin). 
0,1019 g Substanz gaben 0,0247 g Cu,S. 
Ber. 19,60 °/, C Gef. 19,35 °/, Cu (Leucin). 


Nach der Salzsiiurehydrolyse des Sirups wurden erhalten: 
0,0829 g Substanz gaben 0,0273 g Cu,S. 
Ber. 26,51 °/, Cu Gef. 26,30 °', Cu (Alanin). 
0,1035 g Substanz gaben 0,0276 g Cu,S. 
Ber. 21,50 °/, Cu Gef. 21,29 °/, Cu (Valin). 
0,0884 g Substanz gaben 0,0215 g Cu,S. 
Ber. 19,60 °/, Cu Gef. 19,42 °/, Cu (Leucin). 


Amylalkoholextraktion. 


Aus dem Sirup wurde eine Substanz mit dem Schmelz- 
punkt 238° isoliert. 
0,0835 g Substanz (i. V.) gaben 0,1786 g CO, und 0,0664 g H,0O. 


0,0323 g ‘ - » 4,26 ecm N (18°, 738 mm). 
C,H,,O.N, Ber. 58,65 °/, C 8,76 °/, 15,22 °/, N 
Gef. 58,33 8,39 15,02 


Der Zusammensetzung nach ist die Substanz ein Leucyl- 
alaninanhydrid. 

Auch der Sirup der Amylalkoholextraktion enthielt freie 
Aminosiiuren. Festgestellt wurden Alanin und Leucin. 

0,0668 g Substanz gaben 0,221 g Cu,S. 


Ber. 26,51 °/, Cu Gef. 26,42 °/, Ca (Alanin). 
0,1262 g Substanz gaben 0,0308 g Cu,S. 
Ber. 19,60 °/, Cu Gef. 19,49°/, Cu (Leucin). 


Durch Salzsiurehydrolyse des Sirups konnten noch Valin 
und Leucin nachgewiesen werden. 
0,1036 g Substanz gaben 0,0279 g Cu,S. 
Ber. 21,50 °/, Cu Gef. 21,51 °/, Cu (Valin). 


1) Das synthetische 1-Prolyl-l-leucinanhydrid von E. Fischer und 
G. Reif schmilzt gegen 160°. 
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0,0946 g Substanz gaben 0,0229 g Cu,S. 
Ber. 19,60°/, Cu Gef. 19,33 °/, Cu (Leucin). 


Chloroformextraktion. 


Die hierbei erhaltene Ausbeute war so gering, daB eine 
Isolierung oder Bestimmung irgendwelcher Substanzen nicht 
moéglich war. 


Untersuchung der zuriickgebliebenen Loésung. 


Auch die zuriickgebliebene Lésung gab sowohl Reaktionen 
auf freie Aminosiuren, als auch auf Diketopiperazine. Kin 
Teil der Liésung wurde mit Bleioxyd schwach alkalisch ge- 
macht. Der Bleiniederschlag (A) wurde mit Schwefelwasser- 
stoff zerlegt, das Filtrat desselben (B) eingeengt und gleich- 
falls mit Schwefelwasserstoff behandelt. Beide wurden vom 
Bleisulfid abfiltriert. Fraktion A zeigte Ninhydrinreaktion. 
Sie wurde eingeengt und mit Alkohol versetzt, dabei bildete 
sich eine Fillung, sie wurde abfiltriert, in Wasser gelést und 
Kupfersalze hergestellt. Es wurden Kupfersalze folgender Amino- 
siuren erhalten: 

0,1066 g Substanz gaben 0,0285 g Cu,S. 


Ber. 21,50 °/, Cu Gef. 21,35 °/, Cu (Valin). 
0,0964 g Substanz gaben 0,0234 g Cu,S. 
Ber. 19,60 °/, Cu Gef. 19,38 °/, Cu (Leucin). 


Fraktion B gab die Ninhydrinreaktion und Diketopiper- 
azinreaktion, sie wurde gleichfalls mit Alkohol behandelt und 
auch hier entstand eine Fiallung, die nach dem Lisen in Wasser 
uud Kochen mit Kupferoxyd die gleichen Salze lieferte wie 
Fraktion A. Das Filtrat von der Alkoholfaillung wurde im 
Vakuum eingedampft. Nach einiger Zeit krystallisierten aus 
dem Sirup zwei verschiedene Krystallarten heraus, von denen 
die eine in einem Methylalkohol-Athergemisch leichter léslich 
war als die andere. Sie wurden auf diese Weise getrennt 
und gereinigt. Der Schmelzpunkt lag bei 151° 


0,0534 g Substanz (i. V.) gaben 06,1227 g CO, und 0,0418 g H,0. 

0,0478 g Re s = 5,44 cem N (21°, 744 mm). 

C,,H,.0.N, Ber. 62,86°/, C 8,60°/, H 13,13 %/, N 
Gef. 62,68 8,76 12,94 
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Die Werte stimmen fiir ein Prolyl-leucinanhydrid.!) Die 
zweite Krystallart konnte wegen zu geringer Mengen nicht 
analysiert werden. 

Der restierende Sirup wurde 12 Stunden mit konzen- 
trierter Salzsiiure gekocht und ein Kupfersalz hergestellt. Nach 
geringem Einengen der Lésung fiel auf Zusatz von Alkohol 
ein griines Kupfersalz aus. Ks wurde abfiltriert und bei 156° 
getrocknet. Das Salz war stickstofffrei. 

0,0637 g Substanz gaben 0,0721 g CO, und 0,0185 g H,0. 


0,0024 s ? 39 0,0214 £ CuO. 
C,H,0,0u Ber. 81,01, 810%, H —-82,68% 
Gef. 30,99 3,18 32,63 


1) Der Schmelzpunkt des synthetischen 1-Proly]-l-leucinanhydrids 
von Kk. Fischer u. G. Reif liegt bei gegen 160°. 

















Beitrage zur Kenntnis der basischen Proteine.*) 
Von 


A. Kossel+ und W. Staudt. 


(Aus dem Institut fir EiweiBforschung der Universitit Heidelberg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 15, September 1927.) 


Die Heringsfische (vgl. Tabelle auf S. 170/171), die die 
Familien der Heringe und Lachse umfassen, enthalten im basischen 
Teil ihrer laichreifen Spermien in tiberwiegender Zahl Protamine. 
M.S. Dunn?) hat aus einem Clupeiden, der Sardinia coerulea, 
nach A. Kossels Methode einen basischen EiweiBkérper iso- 
liert, der seiner Zusammensetzung nach nicht zu den Prot- 
aminen gezahlt werden kann. Aus den Analysen dieses Autors 
geht hervor, da8 auch unter den Heringsfischen ,,Ubergangs- 
formen“*) vorkommen. Die untersuchte Sardine scheint einen 
histonihnlichen Kérper zu enthalten. Freilich ware zu ihrer 
endgiiltigen Kinordnung die Kenntnis des physikalischen Ver- 
haltens und der Fillungsreaktionen dieses KiweiBkérpers ndotig. 
Die europiiische Sardine, Clupea pilchardus Walb.’), hat nach 
Brehm keine bestimmte Laichzeit; die Milch dieses Fisches 
ist bisher nicht untersucht worden, diese Eigenschaft wiirde 
aber die Auffindung eines Nichtprotamins erkliiren. Protamine 
treten ja nur am Ende einer biologischen Entwicklung auf.‘) 

Reich an Ubergangsformen ist im Gegensatz zu den 
Clupeiden die Unterordnung der Stachelflosser. Als solche 
sind auch die komplizierteren Protamine aufzufassen, die meist 


a ee 


*) Die Vorarbeiten zu dieser Untersuchung wurden von beiden 
Verfassern gemeinschaftlich gemacht; die endgiiltige Durchfiihrung und 
Redaktion iibernahm W. Staudt. 
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Tyrosin enthalten; die Vorstufe des Protamins, das Histon, 
enthalt stets Tyrosin. 

A. Kossel hatte friiher®) die Ansicht geiuBert, daB Prot- 
amine tiberhaupt nie Tyrosin enthalten. 1913 konnte er aber 
im Thunfisch *) ein Monoprotamin entdecken, das einen —- wenn 
auch geringen — ‘l'yrosingehalt aufweist: das Thynnin. Schon 
lange vorher war das Protamin des Fisches bekannt, das der 
Familie der Scombriden den Namen gegeben hat, namlich der 
Makrele. Das Scombrin’) ist tyrosinfrei und vom Salmin 
kaum zu unterscheiden. Auch im unreifen Zustand ist das 
Makrelensperma untersucht worden; Bang’) hat ein Histon 
isoliert. In dieser T'atsache liegt eine Bestitigung der Ansicht 
A. Kossels, daB die Spermien der Fische eine Entwicklung 
vom Komplizierten zum Einfachen durchmachen, die er ,,bio- 
iogische Reduktion“ nennt. °) 

Tyrosingehalt ist also ein Beweis dafiir, dab diese Ent- 
wicklung nicht bis zum letzten Ende durchlaufen ist. Das 
Thynnin, das ja tiberhaupt nur zur Zeit der Laichreife er- 
halten werden kann, muB also wohl in diesem Punkt in der 
Entwicklung hinter den Protaminen vom Salmintypus zuriick- 
bleiben, ist also streng genommen auch eine Ubergangsform. 
A. Kossel nimmt auBerdem an, daB es im Arginingehalt etwas 
hinter den Salminen zuriickbleibt. 

AuBer dem Thynnin ist in der Reihe der Stachelflosser 
noch ein Tyrosin enthaltendes Protamin gefunden worden, 
nimlich das aus Pelamys sarda.®) Die damals wegen Material- 
mangels nicht ausgefiihrte Argininanalyse konnte dank der 
Preglschen Mikrokjeldahlmethode nachgeholt werden. 

Es finden sich aber unter den Scombriden eine Reihe 
von Spezies, die viel starkere Zeichen der unvollkommenen 
Reduktion tragen. Hier ist zunichst das Cyclopterin®) zu 
nennen, zwar ein Argininmonoprotamin, gekennzeichnet durch 
die Fiallung von ammoniakalischer EiweiBlésung und durch 
Ausfall als Ol aus iibersiittigter wiBriger Lisung, aber von 
der Formel (am,)z und einem bedeutenden Tyrosingehalt. 
Zweitens das Crenilabrin!*), das bei positivem Millon neben 
42°/, Arginin erheblichen Lysingehalt aufweist (11°/,) und 
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demnach als Ubergang zum f-Cyprinin bezeichnet werden 
kann. 


Die Stachelflosser sind, wie man sieht, im Gegensatz zu 
den Heringsfischen eine formenreiche Ordnung. Es war von 
biologischem Interesse, andere Vertreter zu untersuchen. Es 
bot sich Gelegenheit zur Verarbeitung zweier Verwandter des 
Thuns. Nachdem zwei Thune mit Tyrosingehalt gefunden 
waren, sollte festgestellt werden, ob es sich um eine weiter 
verbreitete Familieneigentiimlichkeit handelt. 


Herr Professor Sanzo, Direktor der zoologischen Station 
in Messina, hatte die Freundlichkeit, uns Milchen von Thynnus 
alalonga, dem ,,aermon“, zu iibersenden, wofiir wir ihm an 
dieser Stelle besten Dank sagen. Wir erhielten ein tyrosin- 
freies klassisches Monoprotamin; das optische Drehvermégen, 
stimmt mit dem des Salmins iiberein, ein neuer Beweis dafiir, 
daB A. Kossels Annahme!) von der Einheitlichkeit des 
Salmins als chemisches Individuum richtig ist. 


Den andern Stachelflosser verdanken wir Freunden in 
Argentinien. Herr R. W. Staudt und Herr Dr. Collier von 
der staatlichen Veteriniirakademie in Buenos Aires unterzogen 
sich der groBen Miihe, die Testikel von Sagenichthys ancyloden 
aus der Familie Sciaenoidae zu sammeln und nach Heidelberg 
zu schicken. Auch thnen statten wir fiir ihr groBes Entgegen- 
kommen unseren besten Dank ab. 


Dieser Fisch — unseres Wissens der erste aus siid- 
amerikanischen Gewissern, der nach A. Kossels Methode 
untersucht worden ist — enthielt ein tyrosinfreies Protamin 
mit dem optischen Drehungsvermégen des Salmins; nur der 
Arginingehalt differierte betrichtlich von dem der Salmine, 
so daB man dem ,,Ancylodin“* die Strukturformel (am), zu- 
schreiben muB. 


Verarbeitung der Testikel von Tynnus alalonga. 


Knapp 0,65 kg alkoholfeuchte Testikel wurden nach den 
bekannten Methoden verarbeitet. Die Ausbeute an trockner 
Spermamasse betrug 24 g, die an iiber das Pikrat gereinigtem 
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Sulfat 2,5 g lieferten, also 10°/, der Spermamasse, ein Beweis, 
daB reichlich ,,dissoziierte“ Kerne vorhanden waren. Der 
Koérper vergliihte ohne Riickstand auf dem Nickelspatel. Die 


Reaktionen des Protamins waren folgende: 
Biuret: positiv, 
Ammoniakalisches Eiweib: Niederschlag, 
Ammoniak: Triibung, 
Pikrinsiiure: Niederschlag, 
Ferrocyankalium: Niederschlag, 
Sulfosalicylsiiure: Niederschlag, 
Sakaguchi: positiv, 
Millon: negativ, 
Diazo: negativ 


scheidet sich aus iibersiittigter wiBriger Lésung als 
Die optische Drehung betrug unter Zugrundelegung 


kannten Summenformel fiir Salmin von A. Kossel?}): 


[ep] = — 80,95°, 

[&p] = — 81,21°, 
auf den Stickstoffgehalt der Lésung bezogen 

[ap|N = — 322,15°, 

[ap|N = — 323,06°. 
Das Ergebnis der Argininstickstoffbestimmung war 
auf Stickstoff vor Entfernung der Schwefelsiure 


) 0} O Q 0) 
86,149/,, 86,19 Js, 


Ol aus. 
der be- 


bezogen 


bezogen auf Stickstoff nach Entfernung der Schwefelsiure 


89,33°/,,  89,29°/, 


bei der Wiaigung der Flavianate. 


Fiir das Protamin wird der Name Alalongin vorgeschlagen. 


Die Verarbeitung der Testikel von Sagenichthys ancylodon. 

Etwa 1 kg alkoholfeuchter ‘Testikel ergaben 53 g ge- 
trocknete Spermamasse, 1,9 g Rohsulfat und 0,8 g des mit 
Pikrinsiure gereinigten analysenfertigen Priiparates, das ohne 
Riickstand auf dem Nickelspatel vergliihte. Die Ausbeute ist 
duBerst schlecht, weniger als 2°/, der getrockneten Sperma- 


masse. Kin Grund hierfiir kann nicht angegeben werden. 
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Kigenschaften des Ancylodins. 
Biuret: positiv, 
Ammoniakalisches EiweiB: Niederschlag, 
Ammoniak: ‘Triibung, 
Pikrinsiiure: Niederschlag, 
Ferrocyankalium: Niederschlag, 
Sakaguchi: positiv, 
Millon: negativ, 
Diazo: negativ, 
Glyoxylsiiure: negativ. 

Das Sulfat ist schwer léslich und fallt aus iibersittigter 
Lisung als Ol aus. Auffallend ist der Pigmentreichtum dieses 
Bewohners tropischer Gewiisser. 

Die spezifische Drehung, unter Zugrundelegung der Salmin- 
formel, 

[op]N = — 79,56°. 

Aus den bei der Wagung der H#lavianate gefundenen 
Werten ergab sich, bezogen auf Stickstoff nach Entfernung der 
Schwefelsiure 

17,67 °/,, 77,67, 


fir Argininstickstoffgehalt. 


Das Protamin aus Pelamys sarda. 
Das trockne Sulfat enthielt: 
20,93°J,,  20,88°%/, N. 
Zur Argininstickstoffanalyse wurden 0,5 g_hydrolysiert. 


Das Arginin wurde unter Anwendung des Silberbarytverfahrens 
gefallt, dann ins Flavianat iibergefiihrt. 


Prozente des Gesamtstickstoffs. 


Arginin 82,55 °/,, 
Silberbarytniederschlag 6,92 °/,, 
Monoaminosiduren 10,53 °/, (errechnet). 


Im Filtrat des Silberbarytniederschlags trat keine Fallung 
durch Phosphorwolframsaure auf. 

Im gelésten Silberbarytniederschlag war nach Entfernung 
des Silbers die Diazoreaktion negativ. 
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Uber einen histonahnlichen Koérper aus Leuciscus rutilus. 


Bekanntlich nehmen unter den in den Spermien der 
Fische gefundenen basischen HiweiBkérpern die der Karpfen 
eine Sonderstellung ein. Schon Miescher!?) macht einen 
scharfen Unterschied zwischen dem peptonihnlichen Kérper 
aus dem Karpfensperma und dem ,,Protamin“, einer Bezeich- 
nung, die er fiir den aus der Lachsmilch gewonnenen basischen 
Koérper gewahlt hatte und der dann von A. Kossel ver- 
allgemeinert wurde. Die Untersuchungen am Karpfensperma 
wurden spiter von Kossel und Dakin") wieder aufgenommen. 
Die beiden Forscher fanden Kérper verschiedener Zusammen- 
setzung mit geringerem Basengehalt als die Protamine. Das 
Charakteristische war, daB in einem dieser Kérper Arginin, in 
einem zweiten Lysin iiberwog, ohne dab ein Zusammenhang 
mit der Jahreszeit oder der Brunstperiode erkannt wurde; ein 
dritter Kérper schien ein Gemisch beider Anteile zu sein. Da 
war es nun von gréBter Bedeutung, als EK. G. Schenck!) in 
umfassenden Untersuchungen mit Hilfe seiner neuen Fillungs- 
methode die einzelnen Cyprininpriparate in einen arginin- 
und lysinreichen Anteil trennen konnte. Dem lysinreichen 
Anteil, von A. Kossel a-Cyprinin genannt, den man in 
manchen Praparaten fast rein antrifft, fehlen gewisse Prot- 
amineigenschaften. A. Kossel neigte daher schon 190615) zu 
der Ansicht, daf& dieser Koérper einer besonderen Klasse ein- 
fachster KiweiSkérper angehére, welche neben den Protaminen 
stehen. Das Hauptkernzeichen dieser Gruppe ist der hohe 
Lysingehalt; der Monoaminosiiureanteil scheint eine gewisse 
Konstanz in der Zusammensetzung zu besitzen, die in ihrer 
Kinfachheit an die Protamine erinnert. 

Nachdem es gegliickt war, aus den Cyprininen diesen 
Korper heraus zu schiilen, in der Barbe #4) ein zweiter Vertreter 
fast rein gefunden war, haben wir nun die Plétze untersucht 
und offenbar ein Analogon zum Barbin gefunden. Waren die 
genannten Cyprinine von Kossel, Dakin und EK. G. Schenck 
frei von Histidin gewesen, so wird in der vorliegenden Arbeit 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXXI. 11 
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Nr. 


on 


10 





Reaktionen 


Niederschlag mit ammo- 
niakalischer Eiweib- 
losung 


Niederschlag durch Am- 
moniak 


Aussalzbarkeit 


Ferrocyanwasserstoff u. 
Sulfosalicylsiure . 


Fillung des Sulfates 
dureh Alkohol. 


N-Gehalt 
Basengehalt 


Einzelne Basen 


Monoaminosiiuren: 
a) Millon . 
b) Cystin . 
e) Glyoxyl 


Molisech . 


Leuciscin (ein 
a-Cyprinin) 
[A. Kossel u. 
W. Staudt, 


diese Ver- 
offentlichung] 


Geringe 
Tribung 


Geringe 
Triibung 


Flockt nach 
Saittigung mit 
NaCl durch 
NaQH 


Geringe 
Triibung 


Flockt 
14,15 °/, 
47°, 


Arginin: 14 °/, 
Histidin: 3 °%/, 
Lysin: 30°, 





Base aus den 
Lymphdriisen 
(K. Felix, 
Diese Zs. 


Bd. 116, S. 162 
(1921)] 


| Flockt 


13,2 /, 
44°), 


Arginin: 14 °/, 
Histidin: 3°, 
Lysin: 27°, 











6-Cy prinin 


[A. Kossel 


wu. BE. G. 


Schenck. 
Diese Zs. dem- 


nichst 


Arginin: 28 


Lysin: 6 
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Cyclopterin 
[N. Mosko- 


Bas. Thymus- 








Arginin: 42°, 


4ysin: 


11 °/, 














Arginin: 67°), 





Crenilabrin Arbacin Ww in, Diese 1s. pepton 
A. Kossel, |[A. Mathews,| Bd. 28, S. 313 mn 
a " 1899): K ;| (K. Felix, 
Diese Zs. Diese Zs. (1899); Kosse Raa 
Bi. 69, S. 138 | Bd. 23, S. 299 | u. Kutscher, | | mi a 
(1910)] (1897)] Diese Zs. a 
: 7 (1922)] 
Bd. 31, S. 186 
(1903)] 
5 +_ + 
? Nur durch — ol 
konz. Ammo- 
niak teilweise 
. + ¢ 
° + ? 
Ol Flockt Ol Flockt 
? 15,91 /, 22,8 °/, ° 
55 "te ? 


enitne £20) 
Arginin: 63°, 


i 








Sardinia 
coerulea 
(M.S. Dunn, 
Biochem. Jl. 
Bd. 70, S. 692 
(1927)] 


Flockt 
18,35 °/ 


0 


55 °/5 


Arginin: 27°), 
Histidin: 23 ° 


Lysin: 
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tiber einen Koérper mit Gehalt an allen drei Basen berichtet: 
dieser Unterschied scheint aber nicht wesentlich zu sein. 
EK. G. Schenck hat in dem alkoholischen Filtrat der Cyprinine 
einige Kérper entdeckt, die Histidin und Tyrosin enthalten:; 
im Alkohol fallbaren Teil fand er weder Histidin noch Tyrosin. 
A. Kossel und Dakin fanden in ihren Cyprininen Tyrosin, 
allerdings gerade im hauptsichlich aus a@-Cyprinin bestehenden 
Priparat sehr wenig. Warum in einzelnen Fillen Anteile der 
Tyrosin und Histidin enthaltenden Komponenten mit gefiallt 
werden, harrt noch der Aufklarung. Diese Anteile miissen 
sehr fest haften, da sie weder durch eine hiufige Alkohol- 
noch durch die Pikrinséurefallung abgetrennt werden. 

In der vorangehenden Tabelle ist das Leuciscin als 
Typus eines @-Cyprinins in Vergleich gesetzt mit anderen 
Ubergangsformen. Es wird weder durch ammoniakalische 
KiweiBlésung noch durch Ammoniak gefillt. Die geringe 
Triibung, die bei beiden Reagenzien auftritt, scheint auf Bei- 
mengung des f-Kérpers zu beruhen. Sie verschwindet auch 
nicht bei der Pepsinverdauung; diese Tatsache wiirde neben 
andern fiir den Protamincharakter der $-Komponente sprechen. 
Die Hiweiffallung ist charakteristisch fiir Protamine, die 
Ammoniakfillung fiir Histone. Nach A. Kossel?*) ist der 
Sinn beider Reaktionen der gleiche. Das Protamin braucht 
zur Niederschlagsbildung EKiweiB in ammoniakalischer Lésung. 
Da nach seiner T'heorie das Histon einen Protaminkern be- 
sitzt, dem EKiweif intramolekular zugesellt ist, geniigt bei der 
Histonfaillung schon der Ammoniakzusatz. Findet man nun 
EiweiBkérper, die keine der beiden Fillungsreaktiouen geben, 
so muB man entweder annehmen, daf ihnen der Protaminkern 
fehlt, oder aber wird die Fallung durch physikalische Eigen- 
schaften der Lésung behindert nach Art der Fallungshinderung 
durch Schutzkolloide. DaB sich die Cyprinine anders ver- 
halten als die Protamine, dafiir gab es bei der Verarbeitung 
mehrere Anhalte: Die Lésungen sind von groSer Viscositit. 
Beim Infreiheitsetzen der Base durch Baryt bildete sich 
eine kaum zu entfernende kolloidale Lésung von Barium- 
sulfat. Die schon vorher gemachte Beobachtung, daB dic 
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Lésung in 25°/,iger Schwefelsiure eine Gallerte bildet’), 
konnten wir bestitigen. 

Die Herausschiilung des Protaminkerns aus komplizierteren 
KiweiBkérpern ist schon 1897 in A. Kossels Laboratorium 
von Matthews beim Arbacin!") versucht worden, das als 
Trager von Protamin- und Histoneigenschaften besonders ge- 
eignet zur Isolierung zweier Anteile schien. Aber der Versuch 
verlief ergebnislos. KEtwas spiiter versuchte Morkowin!?®) 
ebenfalls in Kossels Laboratorium ein Histon zu synthe- 
tisieren, und zwar aus Clupein und Wittepepton. Morkowin 
erhielt aber aus seinen Gemischen teils durch Alkohol-, teils 
durch Atherfillung jedesmal wieder reines Clupein. In diesem 
Zusammenhang sei auch an die Versuche Hunters’’) erinnert. 
L. Nelson?!*) hat dieses Problem wieder von einer andern 
Seite angepackt. Er glaubt aus der Thymus ein Protamin 
herausgeholt zu haben; seine Annahme stiitzt sich auf 
Klementaranalysen. Leider reichte das miihevoll gewonnene 
Material nicht zur Priifung von Fillungsreaktionen aus. 

Auf die Ubereinstimmung im Basengehalt des Leuciscins 
mit dem von K. Felix?) aus den Lymphdriisen gewonnenen 
histonéhnlichen Kérper sei besonders hingewiesen. Diese Base 
wird im Gegensatz zu Leuciscin durch Natronlauge gefillt. 
Beim Leuciscin tritt erst nach Sittigung der Lésung mit 
Kochsalz durch Natronlauge eine Ausflockung ein. Das 
Crenilabrin”!) ist mit dem #-Cyprinin zusammengestellt. Das 
Cyclopterin, das man wohl als Vorstufe des Thynnins ansehen 
kann, hat im Basengehalt Abhnlichkeit mit dem basischen 
peptonabnlichen Kérper aus der Thymus von K. Felix.?’) 
M.S. Dunns Sardine?) zeigt einen viel héheren Histidingehalt, 
als die bisher bekannt gewordenen Histone. 


Die Gewinnung des EiweiSkorpers aus den Testikeln von 
Leuciscus rutilus. 

Die Plétze ist unter den Karpfen am meisten verbreitet. 

Ks war keine Schwierigkeit, aus dem Neckar im Juni dieses 

Jahres 80 kg dieser Fische in der Linge von 20—60 cm zu 
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erhalten. Aus allen Tieren war Milch abzustreichen, ein Beweis, 
daB sie laichreif waren. 

Friulein Dr. Hamburger am Zoologischen Institut der 
Universitit Heidelberg hatte die Freundlichkeit, die Fische zu 
identifizieren, wofiir wir ihr besten Dank sagen. 

Die feuchten Testikel wogen etwa 1,8 kg; besondere Ver- 
arbeitung der abgestrichenen Milch lohnte sich nicht. Die 
Ausbeute an trockner Spermamasse betrug 117 g, was auf die 
feuchten Testikel bezogen 6,50°/, entspricht. Durch Aus- 
schiitteln mit 1°/, iger Schwefelsiure und Fallen mit der vier- 
fachen Menge eines 96°/, igen Alkohols erhielten wir 15 ¢g 
eines gut aussehenden weiBen Rohsulfats, das beim Ab- 
filtrieren rétliche Farbe annahm, obwohl es nur kurz der 
Kinwirkung des Luftsauerstoffs ausgesetzt war und sofort in 
den Vakuumexsiccator gebracht wurde. Nach zweimaligem 
Umfillen, wobei eine schleimige Substanz stérte, blieben noch 
8 g des trocknen Sulfats, die ins Pikrat iibergefiihrt wurden. 
Dieses hatte schmierige Beschaffenheit und muB8te mit dem Filter 
getrocknet werden. Bei der Entfernung der Pikrinsiiure bewibrte 
sich die Ausschiittlung mit Toluol!!) nicht, da starke Emulsions- 
bildung auftrat. Ather fiihrte zum Ziele. Die Ausbeute betrug 
4g eines staubtrocknen, etwas rétlichen Pulvers. Das Produkt 
ist ziemlich stark hygroskopisch (4 g = 3,4°/, der trocknen 
Spermamasse). 

Die Substanz enthalt 1,2°/, Asche, die zum Teil aus 
Kisenoxyd besteht. 

Der N-Gehalt des getrockneten Produkts betrug 14,32°/), 
13,99 °/,. 

Der freie Aminostickstoff im Mikroverfahren, nach van 
Slyke ermittelt, betrug 18,79°/,, 19,20°/,. 

In einem von A. Kossel und Cameron?) nach van 
Slyke gepriiften Priparats von «-Cyprinin wurden 23,6°/, des 
gesamten Stickstoffs in Freiheit gesetzt. Nimmt man an, dab 
die Hilfte des Lysinstickstoffs als freie Aminogruppe in dem 
Cyprinin enthalten ist, so ergibt sich, daB auBer dem Lysin 
noch weitere Amidogruppen in freiem Zustand vorhanden sein 
miissen. Dieselbe Uberlegung gilt fiir das Leuciscin. 
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Der isoelektrische Punkt wurde mit der Gaskette ermittelt 
und bei p,, 10,57 gefunden. Die Bestimmung wird mit Vor- 
behalt mitgeteilt. Substanz zur Kontrolle ist nicht mehr vor- 
handen und kann in absehbarer Zeit nicht beschafft werden. 


Zusammenstellung der Reaktionen des Sulfats: 


Biuret: positiv, 

Ferrocyankalium: sehr schwache Triibung, 

Sulfosalicylsiiure: sehr schwache Triibung, 

Ammoniakalische EiweiBlésung: sehr schwache Triibung, 

Ammoniak: sehr schwache Triibung, 

Natronlauge: die Lésung bleibt kiar, 

Sakaguchi: positiv, 

Diazo: positiv, 

Millon: positiv, 

Glyoxylsiure: negativ, 

Aussalzbarkeit: Triibung, 

Nach Sittigung mit Kochsalz durch Zusatz von Natronlauge: 
geringe, flockige Ausscheidung, 

Sulfat scheidet sich aus tibersittigter Loésung nicht dlig ab, 

Molisch: negativ, 

Schwefelbleiprobe: negativ, 


Murexid: negativ. 


Die Ausfihrung der Bausteinanalysen. 


I, 


1,2 g des Sulfats wurden in 8 ccm 25°/, iger Schwefelsiure 
40 Stunden bei Olbadtemperatur von 130—140° hydrolysiert. 
Das tiefbraune Hydrolysat, in dem  verkohlte Teilchen 
schwammen !4), wurde mit Hilfe des Silberbarytverfahrens, der 
Differenzmethode und der Phosphorwolframsiurefillung ana- 
lysiert. Der Bariumsulfatniederschlag hilt mehr Stickstoff fest 
als bei den Protaminen. Er wurde zweimal mit je 300 ccm 
Wasser ausgekocht; das dritte Auskochwasser zeigte weder 
positive Ninhydrin-, noch Sakaguchi- oder Diazoreaktion. Das 


Argininflavianat wurde nach der Zersetzung auf Histidingehalt 
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gepriift; die Diazoreaktion war negativ. Der Stickstoffgehalt 
des Lysins im Pikrat betrug 18,31°/, des Gesamtstickstoffs; 
das Pikrat explodierte bei 249—250° (A. Kossel 252°). Im 
Filtrat des Lysinphosphorwolframats wurde im aliquoten Teil 
auf Amidstickstoff und Ammoniak in der Weise gepriift, dab 
er im Kjeldahlapparat mit konzentrierter Barytlauge verkocht 
wurde. Die erhaltenen 0,3°/, kénnen durch Verunreinigung 
verursacht sein. Die Aminosiuren, die bei dieser Kinwirkung 
Ammoniak liefern, nimlich Arginin und Cystin, waren nicht 
vorhanden, wie durch die negative Reaktion nach Sakaguchi 
und negative Schwefelbleireaktion festgestellt war. 


Tyrosin wurde auch im aliquoten Teil nach von Firth‘) 
colorimetrisch ermittelt. 


I. 


1 g des Sulfats wurde mit 6 ccm 25°/, iger Schwefelsiure 
26 Stunden bei 130—140° Olbadtemperatur hydrolysiert. Bei 
der Ausfiihrung des Silberbarytverfahrens richteten wir uns 
nach den Angaben von Vickery und Leavenworth.*5) Zu- 
nachst erfolgt bei der mit Silbersulfat gesittigten Lisung — 
wie bekannt — beim Zusatz des Baryts die Histidinausfallung. 
Sie wird bis zu einem genau definierten, mit Hilfe von Brom- 
thymolblau erkennbarem Punkt fortgesetzt. Das Filtrat dieses 
Niederschlags wurde mit Phenolphthalein versetzt und bis zur 
kraftigen Rétung konzentrierte, heige Barytlésung zugegeben. 
Selbstverstiindlich ist bei dieser m&Bigen Zugabe von Baryt 
der Verlust durch den Niederschlag geringer. Eine Priifung 
des Phosphorwolframséureniederschlags auf Arginin wurde 
nicht vorgenommen. In der Fraktion der Monoaminosduren 
war die Reaktion nach Sakaguchi negativ. 


Die Histidinfraktion gab positive Diazoreaktion, die auch 
durch Benzoylieren nicht verschwand.”*) Das Leuciscinsulfat 
biBt durch Benzoylieren die Fahigkeit zur Kupplung ein, ein 
Beweis dafiir, daB das Histidin im Verband des groBen Mo- 
lekiils nicht mit Diazobenzoisulfosiure zu reagieren vermag. 
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Die Untersuchung der Monoaminosauren. 


i 


Der von Phosphorwolframsiure und Schwefelsiiure mit 
Baryt quantitativ befreite Monoaminosiureriickstand wurde mit 
einem Gemisch von Hisessig und Alkohol 1:17") iibergossen 
und auf dem Wasserbad extrahiert; der unlisliche Riickstand 
betrug 9,2 mg. Die mit ihm ausgefiihrte Millonsche Reaktion 
fiel sehr stark aus und fihrte zu roter Niederschlagsbildung. 
Der Alkohol—Eisessig wurde verjagt und der getrocknete Riick- 
stand der Sublimation unterworfen. Es wurde eine doppel- 
brechende, in Baumchen aus feinen Nadeln krystallisierende 
Substanz gewonnen; die Sublimation erfolgte bei 20 mm 
Quecksilber zwischen 195° und 210°, die aber noch ver- 
unreinigt waren. Es handelt sich zweifellos um die auch von 
K. G. Schenck durch Sublimation dargestellte Aminovalerian- 
siure. Dabei trat Amingeruch auf (Butylamin). 


Il. 

Der von Phosphorwolfram- und Schwefelsiiure befreite 
Riickstand wurde nach dem scharfen Trocknen im Vakuum 
auf dem Wasserbad °/, Stunden mit absolutem Athylalkohol 
extrahiert. 

Im Riickstand des verdampften Athylalkohols mu8 Prolin 
sein. Die Darstellung des Hydantoins miBlang. 

Der Riickstand der mit Athylalkohol extrahierten Amino- 
siuren wurde mit Methylalkohol extrahiert. Der schneeweiBe, 
angenehm, biskuitartig riechende Extrakt wurde im Vakuum 
der Sublimation unterworfen. SchneeweiBe, kleine Krystalle 
wurden gewonnen, die im zugeschmolzenen Rohr bei 262 bis 
263° unter Zersetzung schmolzen.'’) 


Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl: 12,20°/,, 12,50°/o. 
Errechnet fiir Aminovaleriansiure: 11,96 °/). 
Das Sublimat kann durch geringe Mengen von Butylamin 


verunreinigt sein. (Die reinen einheitlichen Valine schmelzen 
gegen 300°.) 
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Die basischen Proteine in den Spermien der Fische 


MP = Monoprotamin; 


DP = Diprotamin: 
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Cyprinidae Clupeidae Esocidae 
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— —— ——aone i§ ——————— _- A eS ; 
Karpfen: | Heringe: Hechte: 
Karpfen *) 2 Hering MP Hecht | MP 
Barbe‘) es Sardinia’) | Uber 
Plétze *) =| coerulea 8angs 
| form | 
| | 
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Lachs | MP | 
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Renke __s,, 
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Onco- | | | 
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Salvelinus | ,, } 
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1) A. Kosselu. E.G. Schenck, Veréffentlichung in dieser Zeitschrift 
*) A. Kossel u. W. Staudt, Diese Arbeit. 


demnichst. 


MP = Monoprotamin; 


DP = Diprotamin; TP = Triprotamin. 
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und Wirbellosen, aufgestellt nach Brehms Tierleben. 


TP = Triprotamin; H = Histon. 














tiere Wirbellose 
Fische Seeigel Seesterne 
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9. Unterordnung | 10. Unterordnung 

Acanthopterygii Gadidae 

Familie Familie | Familie 
Barsche: | Dorsche: Arbaciidae: Kamm- 

" . , ss eesterne: 

Barsch MP Kabeljau H Arbacia | her-) °°O*™ 
Stizostedium | __,, Quappe H gangs-|Astropecten®) H 
Perea flav | form | aurantiacus 

whic « . 39 } 

Echinidae: 





‘ol | | Ech. esce.4) H | 

Sagenich- . : 
: ae Ech. acutus®) H 
thys *) » | , 
ancylodon | Strongy- | 
ww | locus’) tro- | | 
| tuslierdes H | 


Makrelen: 


| )  — 
Makrele oe | J — 
stidae: 








Thun - | 
Pelamys- | Centrophones' H | 
sarda*) ‘ | granulais 
Germon *) ) 9 | 
Pe | ! 
Schwert- | 
fische: | | | 
}Schwertfisch | __,, 





Crenilabrus | DP 


Scheiben- 
biiuche: 


Cycloptein | MP 








ee ee ee eT 


3) M.S. Dunn, Jl. of Biol. Chem. Bd. 70, 5. 697 (1926). 
.Kossel u. W. Staudt, Diese Zs. Bd. 159, 8. 172 (1926). 


A 
A. Kossel u. S. Edlbacher, Diese Zs. Bd. 94, S. 264 (1915). 
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Die Ergebnisse der Bausteinanalysen. 
A. Prozente des Gesamtstickstoffs. 























I II 
Bariumsulfatniederschlag . . . . .. . 8,27 5,30 
Basenniederschlag ......... 46,80 48,28 
Silberbarytniederschlag . ...... 3,94 2,32 
ar a a a ee ee 13,25 a) | 14,29 Kjeldahl 

—_ 13,19 a) 
rs, - 2): D5 ee 4,89 8,05 
a 
Monoaminosiuren . . . & & * 39,82 44,11 
Phosphor iliteeaiiiianvitelnnatliian — we a 1,23 nicht bestimmt 
Tyrosin (unter Monoaminosiuren inbe- 
griffen). . . ne aes ae ae 0,8 c) 0,5 d) 
Jideselicabsolentsdet (Prolin) . We en EE — 20,40 
Methylalkoholextrakt (Aminovaleriansiure) -— 15,04 
Freier Ammoniak ....:+ ++. -s 0,3 nicht bestimmt 





a) als Flavianat gewogen, 
b) Phosphorwolframsiureniederschlag, 
(I. als Lysinpikrat gewogen: 18,31 °/,), 
c) I. nach von Firth colorimetrisch bestimmt, 
d) II. Riickstand der mit Alkohol-Eisessig ausgekochten Mono- 
aminosauren,. 
B. Gewichtsprozente. 























I II 
Ek a %, me, @ Bee ee ee eS 5,81 6,29 
=, oe a oc: 1s, 2,56 1,58 
Dh kaw = er eae eS ee ee 21,17 22,85 
Monoaminos’uren . . ....... 43,92 e) _ 
Athylalkoholexstrakt. . . . 2... — 23,73 
Methylalkoholextrakt . . . . , —- 15,51 


e) nach Verlust durch Ce ae a a gewogen. 


Die Tabelle auf S. 170/71 gibt einen Uberblick iiber die 
aus den Spermien der Wirbellosen und Fische gewonnenen 
basischen Proteinstoffe. Sie dient als Erginzung der 1913 
von A. Kossel?°) aufgestellten Tabelle. Nur fiir die seit 1913 
untersuchten Spezies sind Literaturangaben gemacht. 

Die Arbeit wurde ausgefiihrt mit Mitteln der Notgemein- 
schaft der Deutschen Wissenschaft, der wir an dieser Stelle 
unseren Dank aussprechen. 
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Uber die Entstehung von Carbonyldiharnstoff 
bei der Oxydation von Harnsdure und Allantoin 
und sein Verhalten im Stoffwechsel. 


Von 


A. Schittenhelm und K. Warnat. 


(Aus der medizinischen Klinik der Universitit Kiel.) 


(Der Redaktion zugegangen am 19. September 1927.) 


Vor einiger Zeit hatten A. Schittenhelm und F. Chro- 
metzka*) gezeigt, daB das Ammoniak imstande ist, die Oxy- 
dation der Harnsiure zu Allantoin erheblich zu beschleunigen. 
Deshalb haben wir mit Riicksicht auf die noch nicht endgiiltig 
geléste Frage des Verbleibs der Harnsiure im menschlichen 
Organismus die Oxydation der Harnsiiure mittels Wasserstoff- 
superoxyd bei Gegenwart von Ammoniak vorgenommen und 
mit der bisher iiblichen Arbeitsweise — Oxydation in stark 
alkalischer Lésung — verglichen. 

Sehr bemerkenswert ist bei der Kinwirkung des Wasserstoft- 
superoxyds auf Harnsiure in warmem verdiinnten Ammoniak 
die reichliche Ausbeute an Carbonyldiharnstoff, wihrend 
Allantoin nur in kleineren Mengen entsteht. Als weiteres 
Reaktionsprodukt entsteht ebenso wie bei der Oxydation nach 
C.S. Venable?) allantoxansaures Ammonium. 

Der\Carbonyldiharnstoff entsteht wahrscheinlich aus Allan- 
toin tiber die Allantoinsiure, aus dieser durch Kohlensiiure- 
abspaltung und Oxydation. 


1) Diese Zs. Bd. 162, S. 204 (1926). 
2) Journ. of Amer. Chem. Soc. Bd. 40, 8. 1099 (1918). 
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NH—C-OH NH, NH, NH, NH, NH, 
| | | | | + C0, 
CO -> CQ COOH CO +0, —> CO CO ‘ 
| | | | | | + H,O 
| NH—C-——— NH NH—CH——— NH NH—CO—NH 
Allantoin Allantoinsiiure Carbonyldiharnstoft 


Ks ist uns in der Tat gelungen, Carbonyldiharnstoff 
aus Allantoin zu erhalten. LaBt man eine sehr schwach 
alkalische (Kalilauge) Lésung von Allantoin mit Wasserstoff- 
superoxyd tagelang stehen, so scheiden sich allmihlich sehr 
geringe Mengen von Carbonyldiharnstoff ab. 

Der Carbonyldiharnstoff entsteht bei der Oxydation von 
Harnsiure mit Wasserstoffsuperoxyd nicht nur in alkalischer 
Loésung auf dem kochenden Wasserbad, sondern auch schon 
bei einfachem Stehenlassen des Reaktionsgemisches in Zimmer- 
temperatur. 

Wir haben nun die Frage untersucht, ob der Carbonyl- 
diharnstoff eventuell Zwischenprodukt bei der Oxydation der 
Harnsiiure im menschlichen Korper ist. Im Reagenzglas libt 
sich die Verseifung zu 2 Mol Harnstoff nicht durchfihren, 
obwohl wir die verschiedensten Verseifungsmittel anwandten. 
Aber auch der Organismus des Hundes ist nicht be- 
fahigt, den Carbonyldiharnstoff in Harnstoff um- 
zuwandeln, und dasselbe gilt wahrscheinlich fiir den des 
Menschen. 

Kinem Hunde wurde 1 g Carbonyldiharnstoff intravendés 
gegeben. Aus dem Urin konnten 78°/, wiedergewonnen werden. 
Bei den zwei Versuchen am Menschen waren zwar die 
wiedergewonnenen Mengen geringer, nimlich 38 und 46°/, 
doch liegt das Defizit wahrscheinlich an der Isolierungs- 
methode, da wir den Carbonyldiharnstoff direkt als solchen 
isoliert und krystallisiert haben. 

Daun haben wir weiter untersucht, ob beim Menschen 
der Carbonyldiharnstoff in geringen Mengen im Urin nach 
Zufuhr von purinreicher Nahrung vorkommt. Aus 401 Urin 
von 2 Patienten, die Nucleinsiure als Zulage erhalten hatten, 
konnten wir aus der Allantoinfraktion 0,26 g Allantoin iso- 
lieren, dagegen keinen Carbonyldiharnstoff, der sich sonst in 
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dieser Fraktion befunden haben miifte. Das Allantoin scheint 
durch die Purinzulage nicht vermehrt worden zu sein, denn 
251 normaler Urin lieferten 0,1 g. 


Intravenés eingespritztes Allantoin konnten wir 
beim Menschen in 3 Versuchen quantitativ im Urin wieder- 
finden. 


In einer langeren Versuchsperiode, in der wir Thymus- 
driise verfiitterten, suchten wir im Urin nach Allantoxaidin 
baw. allantoxansauren Salzen, da ja auch diese eventuell 
als Zwischenprodukte bei der menschlichen Urokolyse auf- 
treten kénnten. Wir konnten keines von beiden iso- 
lieren. Allerdings sind diese Kérper ja auch recht zersetzlich, 
so daB sie, selbst wenn sie Zwischenprodukte wiren, vielleicht 


nur in nicht isolierbaren Spuren auftreten. 
‘\ 


Beschreibung der Versuche. 


Oxydation der Harnsiure in Ammoniak. 


50 g Harnsiure werden mit 1000 ccm 5°/,igem Ammoniak 
unter allmahlichem Zusatz von 500 ccm 10°/,iger Wasserstoff- 
superoxydlésung am RiickfluBkiihler gekocht, bis die Harnsaiure 
aufgelést ist. Dann wird hei filtriert und abgekihlt. In 
einigen Stunden hat sich der Carbonyldiharnstoff krystallinisch 
abgeschieden. Er wird aus viel Wasser umkrystallisiert. 
Schmelzp. 283° Ausbeute 10—12 g. 


Engt man das Filtrat ein, so JiBt sich noch etwas 
Carbonyldiharnstoff gewinnen. AuBerdem werden ziemliche 
Mengen allantoxansaures Ammonium gewonnen, das am besten 
durch Uberfiihrung in Allantoxaidin identifiziert wird. Durch 
Aufarbeiten des Filtrats nach Wiechowski auf Allantoin er- 
hilt man aus dem Quecksilberniederschlag neben Carbonyl- 
diharnstoff geringe Mengen Allantoin. 


Labt man 20 g Harnsiure mit 3 Mol Ammoniak und 
500 ccm 5°/,igem Wasserstofisuperoxyd bei Zimmertemperatur 
stehen, so tritt nur diuBerst langsam Reaktion ein, es treten 
aber auch hierbei geringe Mengen Carbonyldiharnstoff auf. 
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Beim Stehenlassen von 20 g Harnsiure in 2 Mol Kali- 
lauge und 500 ccm 5°/,igem Wasserstoffsuperoxyd wird da- 
gegen die Harnsiure viel schneller angegriffen und es fallen 
nach einigen Tagen reichliche Mengen Carbonyldiharnstoff aus. 


Versuche mit Carbonyldiharnstoff. 
V = es ras 7 °, ’ a li : ~y si ae : 
erseifungsversuch mit verdiinnter Salzsiure. 


1 g Carbonyldiharnstoff wurde 10 Stunden mit 200 ccm 
5°/,iger Salzséure am RiickfluBkiihler gekocht. Dann wurde 
die Lésung auf dem Wasserbad eingeengt und der ausgefallene 
Carbonyldiharnstoft aus Wasser umkrystallisiert. Er wurde 
quantitativ zuriickgewonnen. Von Harnstoff zeigte sich keine 
Spur. 


Verseifungsversuche mit Wasser. 


1 gCarbonyldiharnstoft wurde 24 Stunden mit 200ccm Wasser 
am RiickfluBkiihler gekocht. Auch in diesem Falle wurde nach 
dem Einengen der gesamte Carbonyldiharnstoff zuriickgewonnen. 

Durch Kochen mit verdiinnten Ammoniak wird der 
Carbonyldiharnstoff ebenfalls nicht verandert. 

Setzt man bei dem Verseifungsversuch mit Wasser diesem 
einige Tropfen Natronlauge zu, so wird lediglich eine geringe 
Menge cyanursaures Natrium gebildet. 

1 g Carbonyldiharnstoff wurde in 15 ccm n/2-Natronlauge 
und 85 ccm Wasser bei 40—50° gelést und zusammen mit 
50 ccm 0,85°/,iger Kochsalzlésung einem grofen Hunde in 
die Vena jugularis injiziert.- Der Urin der folgenden 24 Stunden 
wurde gesammelt und der Carbonyldiharnstoft durch Kinengen 
und Krystallisation isoliert. Es wurden 0,78 g zuriickgewonnen. 

0,5 g Carbonyldiharnstoff wurde mit 10 ccm n/5-Natron- 
lauge und 100 ccm Wasser auf 40—50° erwiirmt. Der nicht 
geléste Teil wurde abfiltriert, getrocknet und gewogen. Er 
betrug 0,11 g. Die geldésten 0,39 g wurden mit 100 ccm 
0,85°/,iger Kochsalzlésung einem Patienten in die Vena cubi- 
talis injiziert. Aus dem Urin der folgenden 24 Stunden konnten 
0,18 g Carbonyldiharnstoff wiedergewonnen werden. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLXXI. 12 
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In einem zweiten Versuch wurden 0,4 g Carbonyldiharnstof! 
injiziert. Aus dem Urin wiedergewonnen wurden 0,15 g = 38 °/.. 

Zwei Patienten wurde 5 Tage je 10 g und 5 Tage je 
15 g Hefenucleinsiure Bohringer verabreicht. Aus dem ge- 
samten Urin wurde das Allantoin nach Wiechowski isoliert. 
Aus dem Quecksilberniederschlag wurde es mittels Schwefel- 
wasserstoff gewonnen. Der Schmelzpunkt lag bei 230° Das 
Priiparat gab beim Schmelzen mit einer Probe synthetischen 
Allantoins keine Depression. Es wurde aus dem ganzen Urin 
0,26 g gewonnen. Eine Spur von Carbonyldiharnstoff zeigte 
sich in der Allantoinfraktion nicht. 

Zum Vergleich wurde aus 251 normalem Urin das Allantoin 
nach Wiechowski isoliert. Es konnten 0,1 g reines Allantoin 
gewonnen werden. 

1 g Allantoin wurde in 120 ccm Wasser von 40° geldst 
und mit 50 ccm Kochsalzlésung einem Patienten in die Vena 
cubitalis injiziert. In dem Urin der folgenden 24 Stunden 
wurde das Allantoin nach Wiechowski bestimmt. Wieder- 
gefunden 0,92 g, in zwei anderen ebenso angestellten Versuchen 
wurden 96°/, bzw. 103°/, wiedergefunden. 

Zwei Patienten erhielten 4 Wochen lang tiiglich je 300 
bis 500 g Thymusdriise. Im gesamten Urin wurde nach 
allantoxansiureihnlichen Kérpern gesucht. Nach Entfernung 
der Harnsiiure mittels Ammoniak wurde der Urin mit Bleiessig 
gefallt, der Niederschlag mit Schwefelwasserstoff zerlegt und 
das Filtrat eingeengt. Die Farbstoffe wurden durch wieder- 
holtes Ausziehen mit wenig Alkohol aus dem Riickstande ent- 
fernt. Ks fand sich in dem Riickstand kein Allantoxaidin, es 
wurden nur Hypoxanthin und 7-Methylxanthin, die ithnliche 
Léslichkeit zeigen, gefunden. 
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2. Mitteilung.}) 

Uber das leicht abspaltbare Bluteisen und sein Verhiltnis 
zum Hamoglobin. 

Von 


Georg Barkan. 


Mit 5 Figuren im Text. 





(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Frankfurt am Main.) 


(Der Redaktion zugegangen am 6. August 1927.) 


1. Einleitung. 


In einer friiheren Versuchsreihe?) wurde der Nachweis 
erbracht, daB die Behandlung von Blutlésungen mit Pepsin 
und den Fermenten des Pankreas ohne EinfluB ist auf die 
Festigkeit der Eisenbindung im Hiamoglobinmolekiil. Unab- 
hingig von jeder fermentativen Wirkung wird, wie sich zeigte, 
beim Versetzen von Blutlésungen mit verdiinnter Salzsiure 
schon nach sehr kurzer Zeit Kisen in lonenform nachweisbar. 
Bereits nach weniger als 24 stiindiger Kinwirkung bei 37° ist 
ein Wert erreicht, der sich selbst nach Tagen und Wochen 
nicht mehr wesentlich indert. Er betrug in den Versuchen 
mit Rinderblut etwa 5—6°/, des vorhandenen Himoglobin- 
eisens. In einer fast gleichzeitig erschienenen Mitteilung kommt 


') Uber den Inhalt dieser und der folgenden Mitteilung wurde teil- 
weise bereits friiher in zwei Vortriigen berichtet: 5. Tagung d. Dtsch. 
Pharmakolog. Gesellsch., August 1925 und Medizin. - Biolog, Abend d. 
med. Fakultit Frankfurt a. M., 10. Januar 1927, Klin. Wochenschr. Bd. 6, 
S. 1067 (1927). Bei einem Teil der Versuche wurde ich in dankens- 
werter Weise von Frau cand. rer. nat. Eva Berger unterstiitzt. 
*) G. Barkan, Diese Zs. Bd. 148, 5. 124 (1925). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXXI. 13 
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Lintzel?) zu gleichen Resultaten. Er fand bei der Einwirkung 
von Verdauungssalzsiure auf Rinderblutlésungen, aber auch bei 
Kinwirkung eines schwach alkalischen Puffergemisches ({[H']= 1,8 
<x 107-8), eine geringe Hisenabspaltung, die unabhingig von 
der Wirksamkeit der Verdauungsfermente verliuft und bei 
14tiagiger Beobachtung in Lintzels Versuchen gelegentlich 
bis zu 10°/, des Gesamteisens betrug. Die grundsitzliche und 
meist auch zahlenmaBige Ubereinstimmung ist um so bemerkens- 
werter, als Lintzels Versuche unabhangig von mir und mit 
ginzlich anderer Methodik angestellt sind. Aus Versuchen 
mit krystallisiertem Blutfarbstoff zieht Lintzel den SchluB, 
daB das freiwerdende Eisen aus dem Himoglobin stammt. 
Ich selbst gab der Vermutung Ausdruck, daB es sich um Nicht- 
himoglobineisen handelt. Folgende Untersuchungen bringen 
weiteres T'atsachenmaterial zur Aufklirung der Natur dieses 
Eisens. Trotz zahlreicher experimenteller Beobachtungen ist 
der letzte Beweis fiir die Richtigkeit einer der beiden An- 
schauungen zurzeit noch nicht erbracht. Das eine scheint 
jedenfalls sicher: Ein gewisser kleiner Teil des mit dem 
Blute kreisenden EKisens verhilt sich anders als die 
Hauptmasse des im Blutfarbstoffmolekiil vorhandenen. 
Wegen seiner charakteristischen Eigenschaft wird dieser Teil 
des Bluteisens im folgenden als ,,leicht abspaltbares“ Bluteisen 
bezeichnet. 


2. Sicherung der friiheren Befunde. 


Wie aus den methodischen Angaben meiner friiheren Mit- 
teilung hervorgeht, erfolgte die Kisenbestimmung im Ultrafiltrat 
der sauren Blutlésungen unmittelbar ohne vorherige Fallung 
colorimetrisch als Eisenrhodanid. Da immerhin die Méglich- 
keit nicht ausgeschlossen war, daB die eintretende Rotfairbung 
mit Rhodanid nicht, oder nicht allein, auf Eisen, sondern auf 
dem Vorhandensein irgendeiner interferierenden Substanz be- 
ruhe, wurde in einer groBen Anzahl von Fallen die Bildung 
von Berliner Blau als Identitatsreaktion mit herangezogen 





1) W. Lintzel, Zs. Biol. Bd. 83, S. 289 (1925). 
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und gelegentlich auch zur quantitativen Schitzung verwendet. 
Die friiheren Ergebnisse wurden auf diese Weise qualitativ 
und quantitativ bestitigt. 

Das leicht abspaltbare Eisen ist demnach nach drei ver- 
schiedenen Methoden iibereinstimmend nachgewiesen. 

Im Rinderblut findet man mit groBer Regelmibigkeit etwa 
0,3 x 1077 Mol Eisen pro 1 ccm der 10fachen Blutverdiinnung; 
das sind etwa 17mg leicht abspaltbares Eisen im Liter un- 
verdiinnten Blutes. Etwa dieselbe Menge fand ich normaler- 
weise bei Ginsen; fiir Pferde- und Hundeblut liegen die nor- 
malen Mittelwerte etwas hoéher, fiir menschliches und Kaninchen- 
blut vielleicht etwas niedriger. Werte unter etwa 8 mg im 
Liter wurden bis jetzt nicht beobachtet. 

Beim gleichen unbeeinflu8ten Individuum zeigt sich auf- 
fallende Konstanz, wenn man durch nur kleine Blutentnahmen 


Tabelle 1. 


Unabhingigkeit des abspaltbaren Eisens vom Himoglobingehalt. 








_ _—s Himoglobin Fe Mol-10—° 
Tierart Ny nach Sahli || 
Nr. “ O/ in 1 cem Blut 
a) 














Kaninchen 
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und geniigende Intervalle dafiir sorgt, daB keine wesentliche 
Anderung im Gesamtblutbilde eintritt. 


3. Eisenabspaltung und Hamoglobingehalt. 


Bestimmt man im Blute verschiedener Individuen oder 
beim gleichen Individuum unter verschiedenen Verhiltnissen 
den Himoglobingehalt und die Menge des leicht abspaltbaren 
Eisens, so ist keine zahlenmifBige Abhingigkeit der beiden 
Werte voneinander zu erkennen. Umstehende Tabelle (Tab. 1) 
enthilt auszugsweise eine Ubersicht der einschligigen Verhilt- 
nisse. Die Angaben bei Kaninchen 8, sowie bei den Ginsen 
beziehen sich auf verschiedene, hier beliebig herausgegriffene 
Zeitpunkte einer Animisierungs- bzw. Blutregenerationsperiode. 
Eine eingehendere Besprechung der Versuche findet man in 
der folgenden Mitteilung. Fig.1 zeigt in graphischer Dar- 
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Fig. 1. Unabhangigkeit des leicht abspaltbaren Bluteisens vom Himoglobingehalt, 
21 menschliche Fille. 


stellung die weitgehende Unabhingigkeit des leicht abspalt- 
baren Eisens vom Hiamoglobingehalt fiir menschliches Blut. 
21 Patienten mit verschiedensten Krankheiten sind nach 
steigendem Hamoglobingehalt (Sahli) geordnet. Man sieht, 
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wie sich die zugehérigen EKisenwerte um eine Horizontale 
bewegen. 

Demgegeniiber verdient die T'atsache Beachtung, daB bei 
Untersuchung des gleichen Blutes in gréBerer oder geringerer 
Verdiinnung die Menge des abgespaltenen Kisens proportional 
der Blutkonzentration steigt und failt (Tab. 2). 


Tabelle 2. 


Abspaltbares Eisen bei verschiedener Blutverdiinnung. ') 





Fe Mol x 1077 
Laufende Blut- in 1 ecm 
: verdiinnun ; 
Nr. 8 Ultrafiltrat 
10 fach 0,4 

+ . 1,0 
0 , 0,35 

2 | D4 0,6 

2,5 ” 1,4 

, { a: 0,35 
1 5 i 0,89 

| w . 0,2 

4 

40 ,, > 0,05 








4. Reaktionsverlauf der Eisenabspaltung. 


Durch Analyse der verschieden lange Zeit nach Hinzu- 
figen der Siure gewonnenen Ultrafiltrate hatte sich der Re- 
aktionsverlauf der Hisenabspaltung ergeben. Sie verliuft mit 
meBbarer Geschwindigkeit. Charakteristisch ist sofortiges Hin- 
setzen der Reaktion, rascher Anstieg in den ersten Stunden 
und Erreichung eines konstanten Endwertes bzw. starke An- 
niherung nach etwa 24 Stunden. Folgende drei nach experi- 
mentellen Daten gezeichnete Kurven dienen als Beispiele; 


erent ee een te eee 


1) Die Ultrafiltration der héher konzentrierten Lésungen erfolgt 
oft nur langsam; Einengung des Ultrafiltrates durch Abdampfung des 
Lésungsmittels ist dabei nicht immer sicher auszuschlieBen. Das erklirt 
die gelegentlich etwas zu hohen Werte bei geringerer Blutverdiinnung, 
so beispielsweise bei einem sehr kérperchenreichen Pferdeblut Nr. 3 
obiger Tabelle (Hb nach Sahli >120°/,). 
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sie entstammen Versuchen mit Pferde- bzw. Rinderblutlésung 
(Figg. 2—4). Bei sehr lange dauernden Versuchen sind Zer- 
setzungserscheinungen, die allmihlich den Blutfarbstoff betreffen, 
nicht mebr sicher auszuschlieBen. Sie verwischen vermutlich 
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Fig. 4. Pferdeblut 1: 10. 


den reinen Verlauf jener Kurven. Im Prinzip das gleiche er- 
gibt sich aus der Tabelle bei Lintzel.') Zeichnet man, wie 
das in folgenden Kurven geschehen (Fig. 5), das Ergebnis je 

















L 

Bs 

€ + 
: 
Ne} 

rH 6 a 

O 

S 44 Rinderblut mit HC/ * 

= u. * Puffere 

£ 24 fH1-78x70° 8 

o ; . 

2 4 nad) einem Versuche von Lintzrel 

& e oe 

= . .- Tv T T T 7 

SO 2 4 6 8 70 «772 m% loge 


Fig. 5. 


eines seiner Versuche mit Salzsiure und Puffergemisch auf, 





1) W. Lintzel, a. a. O., Tab. 3, S. 294. 
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so sieht man, daB auch hier die Reaktion sofort einsetzt und 
daB die Kurve nach wenigen Tagen sich einem Plateau nihert. 
Der etwas weniger steile Anstieg in den Versuchen Lintzels 
ist vermutlich auf die abweichende Versuchsanordnung zuriick- 
zufiihren und beriihrt jedenfalls nicht das Wesen der Sache. 
Man sieht in allen Kurven, da8B nach verhiltnismaiBig kurzer 
Zeit die Reaktion praktisch zum Stillstand kommt. Bereits 
in der friiheren Mitteilung wurde darauf hingewiesen, da8 dieser 
Stillstand nicht auf der Erreichung eines chemischen Gleich- 
gewichtes beruhen kénne. In diesem Falle mii8te Fortschaffen 
eines der Reaktionsprodukte, also beispielsweise des Kisens, 
einen weiteren Fortschritt der Reaktion bis zur Erreichung 
eines neuen Gleichgewichtes zur Folge haben; andererseits 
miBte Hinzufiigen der Reaktionsprodukte bereits bei Beginn 
der Reaktion ihren Ablauf bremsen. Is lieB sich zeigen, dab 
die erste Konsequenz nicht eintrifft. Ultrafiltriert man von 
einem gegebenen Volumen einer Blut—Salzsiiurelésung eine be- 
stimmte Menge ab, so entfernt man auf diese Weise einen 
Teil des in Lésung befindlichen Kisens. Fiillt man dann das 
UltrafiltriergefaB mit Salzsiiure gleicher Konzentration zum 
Ausgangsvolumen auf, so zeigt nach 24stiindiger EKinwirkung 
bei 37° das nunmehrige Ultrafiltrat einen der Verdiinnung 
entsprechenden Fe-Gehalt; eine Nachlieferung von Hisen tritt 
nicht ein. Andererseits wird, wie weitere Versuche ergaben, 
die Fe-Ionenbildung in der salzsauren Blutlésung nicht ver- 
hindert, wenn man der Salzsiure von vornherein die gleiche 
oder gréBere Menge an Fe"- oder Fe"'-Ionen zusetzt. Es er- 
gibt sich vielmehr, wie aus folgender Tabelle (Tab. 3) ersicht- 
lich, ein Wert gleich der Summe des hinzugefiigten und des 
unter HCl-Wirkung freigewordenen Kisens. Hierbei wurde die 
hinzugefiigte Eisenmenge vom 0,8- bis 14fachen der ,,prifor- 
mierten“ varuiiert. 

Auch nach dem Ausfall dieser Versuchsreihe muB ge- 
schlossen werden, daB es sich nicht um die Erreichung eines 
Gleichgewichtes handeln kann, sondern da8 der analytisch ge- 
fundene Eisenwert das Endresultat einer vollstiindig ver- 
laufenden Reaktion darstellt. Eine Stiitze dieser Auffassung 
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Tabelle 8. 


Hinzufiigen von Eisen in steigender Konzentration zum Salzsiiure- 























Blutansatz. 
3 Fe Mol x 1077 in 1 cem mugefiigt] po. 
2 3 -——_—— ——_| Fehler gen ag emer 
= | prifor- | hinzu- 7 ici o/ ] ‘ kung 
4 miert | gefiigt : = " miert 
1 0,25 | 0,55 0,5 - 91 0,83 
2 25 0,5 0,75 0,7 ~ @2 2,0 Ferri- 
3 0,25 0,75 | 1,00 0,9 — 10,0 3,0 salz 
4 0,25 1,0 1,25 1,2 — 4,0 
5 0,2 28 | 3,0 3,15 + 5,0 14,0 | Ferrosalz 














ist auch das bereits erwihnte (S. 183), iibereinstimmende Ver- 
halten in verschieden konzentrierten Blutlésungen. 

Diese Unabhingigkeit des Reaktionsverlaufs von der Kon- 
zentration geht auch aufs deutlichste aus Lintzels Tabellen 
hervor; sie spricht fiir sich schon gegen das Vorliegen einer 
Gleichgewichtsreaktion. 

Kin weiteres Merkmal der Reaktion miissen wir mit 
Lintzel darin sehen, da8 die Eisenabspaltung hier ohne 
Porphyrinbildung erfolgt. 

Hs gelang mir ebensowenig wie Lintzel?) mit der Kis- 
essig—Athermethode nach Hans Fischer und Schaumann”, 
die ich in der Versuchsanordnung Kimmerers’) anwendete, 
jemals bei den iiblichen Versuchen Porphyrin spektroskopisch 
zu finden. Dabei ist zu bemerken, daB die Empfindlichkeit 
des Porphyrinnachweises nicht geringer ist als die der Kisen- 
bestimmung. 

So zeigte sich in einem meiner Versuche, in welchem ich 
Rinderblut mehrere Wochen der spontanen Faulnis aussetzte, 
nach 2 tagiger Einwirkung von Verdauungssalzsiure ein Eisen- 
gehalt, der doppelt bis 3 mal so hoch war wie der in frischem 
Blut gefundene. Gleichzeitig wurde, wenn auch in geringen 





1) W. Lintzel, Zs. Biol. Bd. 88, S$. 296 (1925). 

*) H. Fischer u. Schaumann, Diese Zs. Bd. 128, S. 162 (1928). 

9) H. Kimmerer, Deutsch. Arch. f. klin. Med. Bd. 145, S. 283 
(1924). 
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Mengen, Porphyrin nachgewiesen. Hier war also neben der 
in Frage stehenden Reaktion noch eine sichere Abspaltung 
von Eisen aus dem Blutfarbstoff feststellbar. — Lintzel ver- 
setzte eine mit Hydrazinhydrat reduzierte Hiimoglobinlésung 
mit einigen Kubikzentimetern konzentrierter Salzsiiure und fand 
stark positive Porphyrinprobe, obwohl Eisen nur in der gleichen 
GréBenordnung abgespalten gefunden wurde wie in den An- 
sitzen von Rinderblut mit Verdauungssalzsiure. 

SchlieBlich ergibt ein Blick beispielsweise auf die-Kurven 
der Fig.5, daB die EKisenabspaltung bei schwach alkalischer 
und immerhin erheblich saurer Reaktion iibereinstimmend zu 
verlaufen scheint. Diese Tatsache ist wichtig. 


5. Verhalten verschiedener Hamoglobinkrystalle. 


In Versuchen mit krystallisiertem Himoglobin konnte 
Lintzel’) zeigen, daB das leicht abspaltbare Eisen in der 
Krystallfraktion und in der Mutterlauge sich proportional dem 


Tabelle 4. 


Eisenabspaltung aus Liésungen von frisch krystallisiertem 
und umkrystallisiertem O,Hb. 


In 100 cem aq. dest. anniihernd 5 g des abgepreBten Krystallpriparates 
gelost. 
Ansatz mit gleichen Teilen 0,8 °/,iger HCl im Brutschrank. 





Zahl Nach etwa 24 Stdn. Abgespaltenes 
der Krystalli- in 1 ecm Ultrafiltrat | Eisen in Prozenten 
tik inna gefunden des Himoglobin- 
Fe Mol x 107? eisens ”) 

1. Krystallisation 0,35 4,4 
2." a 0,35 3.9 
3. 5 0,35 4,4 
4, je 0,35 4,1 
5. : 0,35 3.9 











1) W. Lintzel, a.a. QO. 
2) Der Prozentwert wurde berechnet auf Grund der Trocken- 
gewichtsbestinmung des O,Hb-Priparates iiber P,O,; im Vakuum und 
unter Annahme eines Eisengehaltes von 0,34 °/, fiir den Blutfarbstoff. 
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Gesamteisen verteilt. Deshalb halt es Lintzel fiir sehr wahr- 
scheinlich, daB das Hisen aus dem Blutfarbstoff stammt. 

In eigenen Versuchen ergab sich folgendes. Frisch dar- 
gestellte Himoglobinkrystalle in entsprechender Lésung er- 
gaben selbst nach wiederholter, bis 5 maliger, Umkrystallisation 
die annahernd gleiche Eisenabspaltung wie die Blutlésungen 
(Tab. 4). Porphyrin fand sich auch hier nicht. 

Bemerkenswerter Weise zeigte aber ein mehrere Monate 
unter alkoholischer Liésung aufbewahrtes Krystallpraparat, das 
ich Herrn Prof. Lipschitz verdanke, ein véllig anderes 
Verhalten (Tab. 5). Aus diesem Priparat nach Auswaschen 
auf der Nutsche in verschiedenen Konzentrationen hergestellte 
Lésungen zeigten bei Behandlung mit Salzsiure selbst nach 
fast einwéchiger Einwirkung héchstens Spuren von ionisiertem 
Hisen. 

Tabelle 5. 


Himoglobinkrystalle aus Pferdeblut, mehrere Monate unter 
alkoholischer Lésung im Eisschrank aufbewahrt. 


Spektroskopisch Methimoglobinbeimengung deutlich. 


I. 2 g in 100 cem ag. dest. Ansatz mit gleichen Teilen 0,8 °/,iger HCl. 
II. Reichlich 5 g in 100 cem aq. dest. Ansatz wie bei I. 





Dauer In 1 cem Ultra- 
Nr. des Aufenthaltes filtrat gefunden 
bei 37° Fe Mol x 107? 
I 1 Tag < 0,05 
6 Tage < 0,05 
II 2 Tage 0,05 








Diese Tatsache verdient um so mehr Beachtung, als ja 
beim Lagern von Blutfarbstoff Verainderungen vor sich zu 
gehen pflegen, die einem Abbau entsprechen und demgemab 
eine Lockerung oder Loslésung des molekularen Kisens zur 
Folge haben. JBeispielsweise wurde aus einem als _ ,,Hiimo- 
globin klar léslich“ (EK. Merck) bezeichneten Priparat der 
Institutssammlung im Laufe eines halben Tages in salzsaurer 
Lésung etwa 28°/, des nach dem Himoglobingewicht be- 
rechneten EKisens abgespalten. 
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Wenn also das vorher erwihnte Himoglobinpriparat keine 
Kisenabspaltung mehr zeigte, so spricht das eher dafiir, 
da8 beim Lagern unter Alkohol das leicht abspaltbare Hisen 
bereits abgespalten und beim Auswaschen des Krystallbreies 
auf der Nutsche nahezu vdllig entfernt wurde. — Jedoch 
gelang es mir bis jetzt nicht — und das sei ausdriicklich 
betont — diesen gewissermafen zufallig erhobenen Befund zu 
reproduzieren und frische Himoglobinkrystalle durch lingeres 
Lagern unter alkoholischer Liésung oder auf andere Weise 
priparativ von dem leicht abspaltbaren Eisen zu befreien. 


6. Diskussion der Befunde. 


Aus dem experimentellen Material ergibt sich folgendes: 

1. Gegenseitige Unabhiingigkeit von Himoglobingehalt und 
Menge des leicht abspaltbaren Bluteisens. 

2. ,,Vollstiindigkeit“ der ablaufenden Reaktion. 

3. Fehlen von Porphyrinbildung. 

4. Ubereinstimmender zeitlicher Verlauf der Abspaltung 
bei saurer und schwach alkalischer Reaktion. 

5. Abspaltung von Eisen aus frischen Himoglobinkrystallen 
auch nach wiederholter Umkrystallisation. 

6. Fehlende Eisenabspaltung aus einem iilteren Krystall- 
praparat. 

Will man daher unter Vernachlissigung von 6. annehmen, 
daB die Kisenabspaltung aus dem Hiimoglobin erfolgt, so fiihrt 
das wegen obiger Befunde 1. und 2. konsequenterweise zu 
folgenden Méglichkeiten. 

Entweder ein kleiner und zwar wechselnder Teil des 
Eisens im Himoglobinmolekiil miiBte anders, also lockerer 
gebunden sein als der gréBere Rest. — 

So nimmt beispielsweise Robert Hill’) das Vorhanden- 
sein zweier Hiimochromogene an, die sich gerade hinsichtlich 
der Festigkeit der Kisenbindung an das Pigment unterscheiden 
sollen. Freilich gibt Hill an, da diese beiden Himo- 
chromogene ihrerseits im Gleichgewicht miteinander stehen, so 


1) R. Hill, Biochem. Jl. Bd. 19, S. 341 (1928). 
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daB der vollstindige Ablauf der hier in Frage stehenden 
Reaktion komplizierte Hilfsannahmen erforderlich machte. — 

Oder aber der gréBeren Menge des gewoéhnlichen Hiimo- 
globins mit fester Kisenbindung miiBte eine kleinere und zwar 
wechselnde Menge eines solchen mit lockerer Kisenbindung 
beigemischt sein. Also etwa ein Dualismus der Blutfarbstoffe, 
doch nicht im Sinne Hans Fischers.?) 

Diese Annahmen bereiten zweifellos Schwierigkeiten, die 
durch die Befunde 3. und 4. noch erhéht werden. 

Betrachtet man die Formelbilder der eisenhaltigen prosthe- 
tischen Gruppe und diejenigen der Porphyrine, so kann man 
eigentlich kaum annehmen, daB eine Hisenabspaltung aus dem 
Himoglobin unter so milden Bedingungen, wie den in Frage 
kommenden, nicht iiber die Porphyrinstufe laufen sollte. Wenn 
es sich um eine sehr allmahliche Hisenabspaltung handelt, wie 
in den monatelang fortgesetzten Pepsinverdauungsversuchen 
v. Zeyneks?), in denen ebenfalls Porphyrin vermiBt wurde, so 
ist das leichter erklirbar. Denn man kann dann die Annahme 
machen, daB bei dem sehr langsamen Zerfall jeweils nur sehr 
geringe Mengen Porphyrin vorhanden sind, die allmahlich 
weiter zu einfacheren Komplexen abgebaut werden. Kine 
solche Erklarung mu aber versagen angesichts des sehr 
raschen, zum grofen Teil momentanen Verlaufs der hier in 
Frage stehenden Eisenabspaltung.®) 

Da8B andererseits unter chemischen und biologischen Hin- 
fliissen mannigfacher Art verhiltnismiBig rasch ein vélliger 
Umbau der prosthetischen Farbstoffgruppe des Himoglobins 
mit oder ohne Eisenabspaltung erfolgen kann, zeigten neuer- 
dings Hans Fischer und Lindner‘) an Pyridin—Himin- 
lésungen, was teilweise in Kinklang steht mit friiheren und 
neueren Untersuchungen aus dem Asherschen Institut 





1) H. Fischer, z. B. in Strahlentherapie Bd. 18, S. 185 (1924) und 
viele Binde in dieser Zeitschrift. 

*) R. v. Zeynek, Diese Zs. Bd. 49, S. 472 (1906). 

*) Die Reaktionsbedingungen sind auch mit denen bei W. Kiister 
(Diese Zs. Bd, 61, 8. 165 [1910]}) nicht vergleichbar. 

4) H. Fischer u. Lindner, Diese Zs. Bd. 153, 8. 54 (1926). 
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(G. Ebnoéther'), V. Calvo-Criado”) und mit Befunden von 
I. Parisot’), sowie Brugsch und Pollak.‘) Doch wird man 
wohl kaum annehmen diirfen, daB ein derart tiefgreifender 
Umbau des Hamoglobinmolekiils, der also im vorliegenden 
Falle zum primiiren Verlust der Porphyrinstruktur mit nach- 
folgender Eisenabspaltung fiithren miiBte, lediglich unter der 
Kinwirkung der 0,4°/,igen Salzsiiure oder sogar der schwach 
alkalischen Reaktion des Darmsaftes (Lintzel) so rasch 
erfolgt. 


Gerade die Tatsache, daB bei so weit auseinanderliegen- 
den Wasserstoffizahlen, die doch bekanntlich bereits hinsichtlich 
der Pigment—Globinbindung von verschiedener Wirkung sind, 
ein anndhernd iibereinstimmender Verlauf der Eisenabspaltung 
stattfindet (Befund 4), zeigt, wie schwer sich die experimentellen 
Tatsachen mit der Annahme einer Abspaltung des Kisens aus 
dem Himoglobinmolekiil selbst erkliren lassen. 

Demgegeniiber halte ich vorliufig an meiner anfinglichen, 
freilich noch nicht exakt bewiesenen Annahme im Sinne einer 
Arbeitshypothese fest. 

Ich nehme an, daB das in den Blutkérperchen befindliche 
Himoglobin geringe Mengen einer anderen eisenhaltigen Ver- 
bindung adsorbiert enthilt, aus der bei den angewandten Be- 
handlungsmethoden das Eisen abgespalten wird. 

Uber die Adsorption von Eisen an den Blutfarbstoff vgl. 
man die Darstellung Huecks.°) 

Die Gegenwart von nicht dem Blutfarbstoff angehérigem 
Kisen im Blute der Siugetiere einschlieBlich des Menschen 
wurde iibrigens des 6fteren beschrieben. 

Abderhalden®) stellte bereits im Jahre 1898 fest, daB 





1) G. Ebnéther, Biochem. Zs. Bd. 72, S. 416 (1916). 

2) V. Calvo-Criado, Biochem. Zs. Bd. 164, S. 61 (1925). 

®) I, Parisot, C. R. Bd. 153, S. 1518 (1911). 

‘) Th. Brugsch u. Else Pollak, Biochem. Zs. Bd. 147, S. 253 
(1924). 

5) W. Hueck, Die himatogenen Pigmente. Hdb. d. allgemeinen 
Pathologie (Krehl-Marchand) 3. Bd., 2. Abt., S. 298 (1921). 
6) E. Abderhalden, Diese Zs. Bd. 25, 8S. 65 (1898). 
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sich im Blute der verschiedensten Tiere mehr Hisen finde, als 
sich aus dem Hiamoglobingehalt errechnete. Dieses Plus 
wechselte bei den einzelnen Tierarten etwas. Aus Abder- 
haldens Analysen errechnen sich beispielsweise fiir Rinder- 
blut 10°/,, fiir Pferdeblut etwa 3,6, fiir Kaninchenblut etwa 
6°/, des Himoglobineisens. Die Ahnlichkeit dieser Zahlen 
mit den fiir das leicht abspaltbare Eisen angegebenen ist in 
die Augen fallend. 


An menschlichem Blut liegen Beobachtungen besonders 
unter pathologischen Verhiltnissen, meist bei Animien, vor 
(Ehrlich), Jolles’), Erben®), y. Seiller‘), Freund’) u. a.). 
Durch positive histo-chemische Eisenreaktion oder durch 
chemische Analyse wurde in derartigen Fillen der Nachweis 
gefiihrt, daB das Hamoglobin nicht der einzige eisenhaltige 
Bestandteil des betreffenden Blutes war; gelegentlich wurde 
auch die Isolierung derartiger Verbindungen versucht (v. Seil- 
ler’), Freund). 

Trotz allem scheint es zurzeit noch verfriiht, iiber die 
chemische Natur des von mir vermuteten, durch seine leichte 
Spaltbarkeit charakterisierten eisenhaltigen Begleiters des Blut- 
farbstoffes etwas aussagen zu wollen. — In erster Linie wird 
man an eisenhaltige Nucleoproteide oder an Vor- bzw. Abbau- 
stufen des Hiamoglobins oder an hamoglobinihnliche andere 
Pigmente denken. 

SchlieBlich noch eine vergleichend physiologische Be- 
merkung. 

Nach den Untersuchungen Robert Schneiders®) mu 


1) P. Ehrlich, Nothnagels Handb. d. spez. Path. u. Therap. Bd. 8, 
S. 11 (1898). 

2) A. Jolles, Wien. Klin. Rundschau Bd. 18, S. 213, 233 u. 251 
(1899). 

3) F. Erben, Zs. f. klin. Med. Bd. 40, S. 266 (1900). 

4) R.v. Seiller, Beitriige zur Geburtshilfe u. Gyniikologie, Fest- 
schrift f. Rudolf Chrobak, Wien 1903; Alfred Holder, Bd. 1, S. 354. 
5) EK. Freund, Wien. klin. Wochenschr. Bd. 16, 8. 808 (1903). 

6) R. Schneider, vgl. z. B. Arch. f. Naturgeschichte Bd. 90, Abt. A, 
Heft 4, S. 1 (1924). 




















193 


Lisenstudien. 


man annehmen, daf in der Tierreihe mit zunehmender phylo- 
genetischer Entwicklung das Bluteisen eine allmihliche Ver- 
inderung durchmacht. Am einen Ende der Reihe stehen die 
Evertebraten mit chemisch und mikroskopisch direkt nach- 
weisbarem Bluteisen, am anderen Ende die Wirbeltiere mit 
dem absolut ,verkappten“ Eisen des Blutfarbstoffs. Zwischen 
beiden beobachtet man Ubergangszustiinde. Das Vorhanden- 
sein des ,leicht abspaltbaren“, also chemisch ,,direkt“ nach- 
weisbaren Bluteisens bei den héchst entwickelten Formen der 
Wirbeltierreihe wiirde dafiir sprechen, daB sich hier noch ge- 
wisse Reste der durchgemachten Entwicklung erhalten haben. 








Eisenstudien. 
3. Mitteilung. 


Die Verteilung des leicht abspaltbaren Eisens zwischen Blut- 
korperchen und Plasma und sein Verhalten unter experimen- 
tellen Bedingungen. 


Von 


Georg Barkan. 


Mit 6 Figuren im Text. 





(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Frankfurt a. M.) 


(Der Redaktion zugegangen am 6, August 1927.) 


Die leichte Abspaltbarkeit eines Teiles des Bluteisens') 
legt den Gedanken nahe, daB diesem Teil auch eine besondere 
biologische Bedeutung zukommt, wie dies bereits friiher*) an- 
gedeutet wurde. MHinsichtlich der Frage des Zelleisens der 
roten Blutkérperchen, des Schwermetalltransportes im tierischen 
Organismus und der Austauschprozesse zwischen Zellen und 
Blutplasma ergeben sich hier, wie im folgenden gezeigt werden 
soll, gewisse neue Gesichtspunkte. Gerade mit Riicksicht auf 
die kiirzlich nach Abschlu8 vorliegender Versuchsreihen ver- 
Offentlichten bemerkenswerten Untersuchungen von Behrens 
und Pachur’) tiber das Verhalten von Bleisalzen im Blute, 
sei auf das in manchen Punkten Ahnliche, in anderen ab- 
weichende Verhalten des Eisens hingewiesen. 





') Vgl. die vorhergehende 2. Mitteilung. 

®) G. Barkan, 1. Mittlg. Diese Zs. Bd. 148, S$. 125 (1925) und 
Vortrag a. d. 5. Tagung d. Dtsch. Pharmakolog. Gesellsch. August 1925 
in Rostock. 


*) B. Behrens u. R. Pachur, Arch, fiir exper. Path. Bd. 122, 
S. 319 (1927). 
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1. Der den Erythrocyten angehorige Anteil des leicht 
abspaltbaren Bluteisens. 


Ks laBt sich leicht zeigen, da8B der weit iiberwiegende Teil 
des leicht abspaltbaren Bluteisens den Blutzellen angehért. 
Wenn man hierbei das Kisen der iibrigen Formbestandteile 
des Blutes wegen ihrer vergleichsweise nur geringen Menge 
vernachlissigt und das gesamte abspaltbare Eisen als den 
roten Blutkérperchen angehorig betrachtet, so gelangt man in 
folgender Weise, tiberschlagsmiBig zu einer Schiitzung des 
leicht abspaltbaren Eisens, bezogen auf die Trockensubstanz 
der roten Blutkérperchen. 

Nimmt man in erster Anni&herung '/, des Blutes als das 
Gesamtvolumen der roten Blutkérperchen und 1 als ihr spezi- 
fisches Gewicht an, so berechnet sich fiir das Gewicht der in 
i ccm des iO fach verdiinnten Blutes enthaltenen 33 cmm Ery- 
throcyten 33 mg. Wieder annihernd 3/, davon ist feste Sub- 
stanz}), so daB also 1 cem der 10 fachen Blutverdiinnung 11 mg 
Erythrocyten-Trockensubstanz entsprechen wiirde. Auf diese 
Menge trifft, wie in der Mehrzahl der Versuche mit Rinderblut 
0,3-55,8-107 7 a 


0,3-10—7 Eisen, also auf 1 mg feste Substanz + g, 
auf 1 ¢ feste Substanz 0,15 mg Eisen. 

Dieser Wert liegt erheblich héher als der in den Seeigel- 
eiern seinerzeit von Warburg’) gefundene (einige Hundertstel 
Milligramme pro 1g Trockensubstanz), steht dagegen der 
Gré8enordnung nach in Ubereinstimmung mit den kiirzlich yon 
Yabusoe?) am Warburgschen Institut gefundenen Kisenwerten 
verschiedener Gewebe abziiglich des Blutfarbstoffeisens. 

Das Zelleisen der Seeigeleier ist nach Warburg‘) durch 
Salzsiure leicht ionisierbar. In ihnlicher Weise wie in den 
Zellen, muB man sich nach Warburg’) die Bindung des Hisens 
in der katalytisch wirksamen Blutkohle vorstellen. Bekanntlich 


1) Vgl.O.Hammarsten, Lehrb.d. physiol. Chem. 9.Aufl., 1922,8. 241. 
*) O. Warburg, Diese Zs. Bd. 92, S. 231 (1914). 

®) M. Yabusoe, Biochem. Zs. Bd. 157, S. 388 (1925). 

4) O. Warburg, Diese Zs. Bd. 92, 8. 237 (1914). 

5) ®. Warburg, vgl. Chem. Ber. Bd. 58, S. 1001 (1925). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXXI. 14 
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14Bt sich auch aus dieser das Eisen durch verdiinnte Sauren 
leicht extrahieren. 

Die leichte Abspaltbarkeit des Kisens aus den Blutlésungen 
durch Saéure steht also in volliger Analogie zu diesem Ver- 
halten und zum Verhalten des Zelleisens der Seeigeleier. 

Im Gegensatze dazu gelingt es nicht, das Eisen anderer 
Gewebe, also beispielsweise dasjenige der Muskeln durch ent- 
sprechende Behandlung mit Saéure in Lésung zu bekommen. 

Die gute Adsorptionsfihigkeit des roten Blutfarbstofies 
ist hinlinglich bekannt, speziell beziiglich des Eisens wurde 
diese Fahigkeit in der vorigen Mitteilung besonders betont. 
Die roten Blutzellen als solche besitzen jedenfalls diese Fihig- 
keit gegeniiber Hisenverbindungen nicht. 

Es gelang bisher in keiner Weise, in vitro Eisen an die 
intakten Blutzellen heranzubringen. Bei Kinwirkung von Ferro- 
salz, Eisenalbuminat oder EKisenzucker auf Blut war, jedenfalls 
nach vorheriger Waschung mit NaCl-Lésung, keine Anreicherung 
des durch Siéure abspaltbaren Eisens in den Kérperchen zu 
erzielen. Die Menge des letzteren blieb voéllig unveriindert; alles 
Eisen fand sich im Serum. Es war also weder eine Adsorption 
noch ein Eindringen in die Zellen erfolgt. Fiir ein solches 
waren allerdings die Verhaltnisse bei dem schlechten Diffusions- 
vermégen der Hisenverbindungen nicht giinstig'), da ein liingeres 
Einwirken ohne erhebliche Zellschidigung nicht méglich ist. 

Jedenfalls zeigt sich hier ein grundsitzlicher Unterschied 
im Verhalten der Erythrocyten gegeniiber dem von Behrens 
und Pachur studierten Blei. Eine Verallgemeinerung der er- 
hobenen Befunde fiir alle Schwermetalle ist daher nicht méglich. 


2. Der Eisengehalt der Erythrocytenstromata. 


Versuche zur Darstellung von Blutkérperchenstromata 
nach der Methode von Pascucci’) fihrten nicht zum ge- 


1) Die negativen Versuche von Roessingh [Klin. Wochenschr. 
Bd. 3, 8. 673 (1924)|, die O,-Zehrung menschlicher Erythrocyten durch 
Hinzufiigen von Eisensalz zu steigern, sind demnach nicht beweisend. 
Vgl. auch O. Warburg, Chem. Ber. Bd. 58, S. 1001 (1925). 

*) Pascucci, Hofmeisters Beitr. Bd. 6, S. 543 (1905). 
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winschten Resultat, da es auf diese Weise nicht gelang, die 
Stromata véllig frei von Hiimatin zu bekommen, was notwendig 
ist, wenn man iiber den Hisengehalt abziiglich des Blutfarb- 
stoffeisens sich Rechenschaft geben will. Ich griff daher zum 
Verfahren, das Ph. Ellinger?’) zur Darstellung von Zelltriimmern 
aus Ginseerythrocyten angegeben hat. Bekanntlich gelang es 
diesem, an derartigen himoglobinfrei gewaschenen Zelltriimmern 
nach vélligem Aufhéren der Spontanatmung Aminosiiuren zu 
verbrennen. Das nach Warburgs Theorie fiir einen der- 
artigen Vorgang notwendig vorhandene Eisen konnten Ellinger 
und Landsberger*) durch Phophorescenz der Zelltriimmer 
bei tiefen Temperaturen und auch durch chemische Analyse 
nach Veraschung nachweisen. Das Resultat einer quantitativen 
Wisenbestimmung geben Ellinger und Landsberger wieder. 

Sie fanden nach Veraschen in 1 ccm Blutkérperchen- 
aufschwemmung einer Gans 0,74 mg und in 1 ccm der dazu- 
gehorigen Zelltriimmersuspension 0,031 mg Eisen. Da nach 
den methodischen Angaben Ellingers Zelltriimmer- und Blut- 
kérperchenaufschwemmung der ,,Konzentration“ nach gleich 
waren und der urspriinglichen im Blute entsprachen, kann 
man aus jenen Zahlen den prozentualen Anteil des Nicht- 
himoglobineisens am Gesamteisen zu annihernd 4°/, errechnen. 
Diese Zahl liegt also in der gleichen GréBenordnung wie die 
fiir das ,leicht abspaltbare* Eisen. Es war daher zu priifen, 
ob durch Behandeln der Zelltrimmer mit 0,4°/, iger HCl eben- 
soviel Hisen abgespalten wiirde, wie nach Veraschung der Zell- 
trimmer iiberhaupt gefunden wird. 

Nach den bisherigen Erfahrungen, besonders auch an Hiimo- 
globinkrystallen, war es allerdings wenig wahrscheinlich, daf 
es gelingen sollte, das Hiimoglobin ohne das leicht abspaltbare 
Kisen aus den Zelltriimmern herauszulésen. 

Dementsprechend zeigte sich auch in einer Reihe von 
Versuchen an himoglobinfrei gewaschenen Zelltriimmern, daB 
bei Siurebehandlung unter sonst gleichen Bedingungen nur 


) Ph. Ellinger, Diese Zs. Bd, 119, S. 11 (1922). 


*) Ph. Ellinger u. M. Landsberger, Diese Zs. Bd. 123, S. 246 
(1922). 


14* 








198 Georg Barkan, 


noch ein Bruchteil des im Blute auf gleiche Weise bestimm- 
baren HKisens abgespalten wurde. 

Wurde nun eine andere Portion der Zelltriimmer verascli 
und in der Asche das Eisen bestimmt, so wurde Hisen auch 
nur in der gleichen Gréfenordnung wie bei der Siiurebehand- 
lung ohne Veraschung gefunden. Folgende Tabelle enthiilt 
eine Ubersicht der nach Veraschen in 1 ccm ,,Normal-Zelltriimmer- 
suspension“ gefundenen Eisenwerte, darunter zum Vergleich 
den von Hllinger und Landsberger?) in einem Versuche 
cefundenen. 








Tabelle 1. 
In 1 cem Zelltriimmersuspension nach Veraschen gefundenes Eisen. 
Nr. mg Fe/ecm | Untersucher 
1 0,0047 B. 
2 0,0042 
34 0,007 
4+ 0,00385 
5 0,007 . 
Ellinger u. 
6 0,031 Landsberger 








Ich fand also in 1 ccm der Zelltriimmersuspension nicht 
einige Hundertstel, sondern einige Tausendstel Milli- 
gramme Hisen. Hierbei war es gleichgiiltig, ob die Zell- 
triimmer von stark anaimischen Ginsen gewonnen waren oder 
von solchen im Beginne der Animisierung. 

Offenbar gelingt es nur unter besonderen Umstiinden, den 
Blutfarbstoff zu entfernen und das Zelleisen quantitativ zu erhalten. 
Da ich nicht in der Lage war, bei der Herstellung der Triimmer, 
wie Ph. Ellinger das vorschreibt, ,,véllig steril“ vorzugehen, 
méchte ich meine Ergebnisse durchaus nicht im Gegensatz zu 
denen Ellingers stellen. Ks ist aber immerhin bemerkens- 
wert, daB ich in zwei von fiinf Zelltriimmerversuchen, bei denen 
Bakterienwirkung sicher nicht im Spiele sein konnte, Sauer- 
stoffverbrauch an den Zelltriimmern in der gleichen Gréfen- 


= 





1) Ph. Ellinger u. M. Landsberger, Diese Zs. Bd. 123, 8S. 261 
(1922). 
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ordnung wie Ellinger beobachtete; und zwar einmal trotz 
i6maliger Waschung bis zur Farblosigkeit Spontanatmung 
und einmal in vélliger Ubereinstimmung mit Ellingers An- 
gaben bei fehlender Spontanatmung Verbrennung von 
Tyrosin an den Zelltriimmern. Diese beiden Versuche sind 
in der Tab. 1 durch + kenntlich gemacht. Sie beweisen, daB 
viel geringere Kisenmengen als die im Blute abspaltbar ge- 
fundenen zur Oxydationskatalyse an den Zelltriimmern ge- 
niigen képnen. Sie entsprechen etwa den von Warburg in 
Seeigelei gefundenen Hundertste! Milligrammen Eisen 
pro 1g Trockensubstanz. 


&. Der Eisengehalt von Serum und Plasma. 

Ks wurde bereits friiher erwihnt, daB das durch Siure 
abspaltbare Eisen im wesentlichen an die Blutkérperchen ge- 
bunden ist. Wie sich zeigte, enthilt aber auch das Serum 
regelmaBig Eisen, verglichen mit den Blutzellen freilich nur 
in Spuren, doch immerhin quantitativ bestimmbar. 

Damit findet die Angabe Hammarstens!), da8 immer 
im Serum ,Spuren von Eisen“ vorkommen, ihre quantitative 
Bestiitigung, waihrend unsere eigene Angabe?), daB Plasma bzw. 
Serum ,,praktisch“ frei yon Kisen sind, ebenso wie eine ent- 
sprechende Bemerkung Abderhaldens*) mit zunehmender 
Sicherheit im Nachweis auch kleinster Kisenmengen revisions- 
bediiritig wurde.‘) 

Setzt man unverdiinntes Serum mit 0,8° 
zu gleichen Teilen an, so enthilt das nach etwa 24 Stunden 
gewonnene Ultrafiltrat ionisiertes Eisen, dessen Menge colori- 
metrisch abgeschiitzt werden kann (vg]l. Methodik in der 1, Mit- 
teilung). 

In Seren verschiedener Herkunft wurden auf diese Weise 
zwischen 0,5 und 2,2 x 10-3 mg Fe pro 1 ccm bestimmt (Tab. 2). 


»>O 


/,iger Salzsiure 


1) QO. Hammersten, Lehrb. d. physiol. Chem. 9. Aufl., 1922, S. 268. 

2) G. Barkan, Diese Zs. Bd. 148, S. 124 (1925). 

‘) E. Abderhalden, Lehrb. d. physiol. Chem. 5, Aufl., 1923, 8S. 33. 

*) Anm. bei der Korrektur: Vgl. meine indessen erschienene kurze 
Mitteilung Klin. Wochenschr. Kd. 6, S. 1615 (1927). 
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Die Werte entsprechen im Mittel etwa 6°/,, in maximo 
13°/, des durchschnittlich im defibrinierten Gesamtblut ge- 
fundenen leicht abspaltbaren Kisens und etwa 0,4°/, des Blut- 
farbstoffeisens. Die Zahlen liegen also in der gleichen Grifen- 
ordnung wie diejenigen, die Warburg?) fiir das locker ge- 


bundene Kupfer im menschlichen Serum angibt. 

















Tabelle 2. 
Eisengehalt des Serums, bestimmt nach Salzsiureeinwirkung. 
In 1 eem Serum Fe 
— Tierart eae 
oo Mol x 1077] mg x 1073 
1 Rind <01 | <0,56 
2 Gans (aniim.) 01 | 0,56 
3 Rind 01 | 0,56 
4 ; 0,2 | 1,12 
5 mo 0,2 | 1,12 
6 5 0,2 | 1,12 
7 . 0,3 | 1,68 
8 Hund 03 | 1,68 
9 Kaninchen 0,4 | 2,24 








Die untersuchten Seren waren meist aus defibriniertem 
Blut gewonnen, teilweise entstammten sie Spontangerinnungen. 

Ks lie8 sich leicht zeigen, daB fiir dieses Serumeisen nicht 
etwa die minimalen Spuren von Blutfarbstoff in Betracht 
kommen, die gelegentlich noch spektroskopisch im Serum erkenn- 
bar sind, auch wenn makroskopisch von Hiamolyse keine Rede 
sein kann; denn das gefundene Kisen betrigt ein Vielfaches 
des bestenfalls vorhandenen gesamten Himoglobineisens. Doch 
war es von vornherein nicht sicher, ob das im Serum regel- 
maBig gefundene Eisen ,normalerweise“, d.h. im Plasma des 
strémenden Blutes auch vorhanden ist, oder ob es sich um 
einen postmortalen Austritt aus den Blutzellen handelt. 

Versuche an Hirudinplasma, das unmittelbar nach der 
Blutentnahme von den Blutkérperchen auf der Zentrifuge ge- 





) O. Warburg, Klin. Wochenschr. Bd. 6, S. 1094 (1927). 
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trennt und sofort verarbeitet wurde, ergaben aber ebenfalls 
das Vorhandensein von Kisen, und zwar in der gleichen GréBen- 
ordnung wie im Serum. Hunde- und Kaninchenplasma unter 
diesen Bedingungen untersucht, enthielt zwischen 1,1 und 
2,2 x 10-% mg Fe im Kubikzentimeter. 

Das spricht mit groBer Wahrscheinlichkeit fiir 
die Gegenwart von Hisen in der angegebenen GriBen- 
ordnung auch im strémenden Plasma. 

LaBt man eine Portion des ungerinnbar gemachten Blutes 
einige Stunden stehen und trennt dann erst das Plasma von 
den Formelementen, so liBt sich eine deutliche Zunahme 
des Hisens gegeniiber dem Wert bei sofortiger Trennung fest- 
stellen. Sie betrug beispielsweise bei 25° innerhalb 6 bis 
7 Stunden an Kaninchenblutplasma bis zu 100°/, (Tab. 3). 
Auch bei sterilem Vorgehen blieb diese Zunahme nicht aus. 
Bei 37° scheint sie nicht wesentlich rascher zu verlaufen.') 


Tabelle 3. 


Zunahme des Plasmaeisens beim Stehenlassen ungerinnbar gemachten 
Blutes (Kaninchen). 





Zeit Ger Trennung Auf bewah- In 1 cem Plasma Fe 
Laufende | des Plasmas von 
Y den Form- rungstem- ie eater ie | 
Nr. peratur Mol x 1077| mg x 107° 
elementen | mg x 10 
1 sofort en 0,3 1,68 
«v0 ~~ = > 
6 Stunden 0,5 2,8 
9 
9 sofort 940 0,2 1,12 
6'/, Stunden 0,4 2,24 











Das von mir im Serum regelmiibig gefundene, durch Siure 
lésliche Eisen bestitigt eine Beobachtung von Fontés und 
Thivolle.?) Diese Autoren wiesen im Serum eines normalen 





1) Anm. bei der Korrektur: Bemerkenswerterweise verhilt sich de- 
fibriniertes Blut durchaus anders. Eine Zunahme im Eisengehalt 
des Serums beim Stehenlassen von defibriniertem Blut findet, wie 
sich zeigte, nicht statt. Dieser Unterschied in der Wirkung von Plasma 
und Serum scheint geeignet, die Frage nach dem Wesen des oben skiz- 
zierten Vorganges einer Kliirung naher zu bringen. 

*) G. Fontés u. L. Thivolle, C. R. soc. biol. Bd. 93, S. 687 (1925). 
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Pferdes bei Verarbeitung groBer Mengen (2mal je 500 ccm) 
nach Veraschung molybdomanganimetrisch etwa 2 mg Wisen 
pro Liter -— also 2 x 107% mg pro 1 ccm — nach. Fiigt 
man diesen Wert den Zahlen obiger Tab. 2 ein, so wiirde das 
bedeuten, daf das gesamte in der Serumasche nachweisbare 
Kisen oder doch der gréBte Teil desselben siurelislich oder 
leicht abspaltbar ist. Es verhalt sich demnach ihnlich, 
wie Warburg dies fiir das Kupfer 1m menschlichen Serum 
zeigte. 


4, Das leicht abspaltbare Eisen bei Andmisierung und Blut- 
regeneration. 

Ks war aus mehreren Griinden yon Interesse, das Ver- 
halten des leicht abspaltbaren Kisens bei kiinstlich gestértem 
Kisenstoffwechsel zu untersuchen, wie er bei Aniimisierung 
und darauffolgender Blutneubildung, sowie bei der Resorption 
von gréBeren Kisenmengen zweifellos vorliegt. 

Zunichst muBbte sich hierbei eine etwaige gegenseitige 
Beziehung von Himoglobingehalt und abspaltbarem Eisen aut- 
decken lassen. Da ferner mit zunehmender Animisierung be- 
kanntlich die Atmung der roten Blutkérperchen stark ansteigt 
wegen des massenhaften Auftretens von jugendlichen Zellen 
im strémenden Blut, ist es méglich, auf diese Weise zu priifen, 
ob mit der gesteigerten Zellatmung etwa auch eine Vermehrung 
des leicht abspaltbaren Eisens verbunden ist und dadurch 
Anhaltspunkte fiir dessen Funktion zu erhalten. 

Untersucht wurde zuniichst das Verhalten des Blutes von 
Gvinsen nach wiederholten Aderlissen. La8t man an den 
Giinsen willkiirlich gréBere und kleinere Blutentnahmen iiber 
lingere Zeit verteilt in unregelmaBigen Abstiinden aufeinander 
folgen, so sieht man unregelmiBige Zunahme und Abnahme 
des Hiimoglobingehaltes. Auch das leicht abspaltbare Hisen 
wird hierbei in seinen Werten stark schwankend gefunden. 
Aber wie ein Blick auf Fig. 1 zeigt, findet man keinerlei ein- 
sinnige Abhingigkeit vom Hiimoglobingehalt. Bei systema- 
tischerem Vorgehen dagegen, d. h. regelmifbigen gréSeren Blut- 
entnahmen in 2—3tigigen Abstinden, kann es allm&hlich zu 
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einer Art Kinregulierung zwischen Blutverlust und Blutregene- 
ration kommen, wihrend der sowohl Hiimoglobin als auch 
Kisen konstant bleiben (Fig. 2). In anderen Fallen findet sich 
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ein konstanter Kisenwert bei abnehmender Himoglobinmenge 
(vgl, Fig, 3). 

Auch wihrend der Phenylhydrazinanimie von Kaninchen 
laBt sich in entsprechender Weise zeigen, dai trotz starker 
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Abnahme des Hamoglobingehaltes das leicht abspaltbare Blut- 
eisen sich lange konstant halten kann. 

Aus diesen ‘'atsachen folgt, daB im Laufe der Animi- 
sierung die Neubildung und Regulierung des Bestandes an 
| Haimoglobin und Eisen im Blut, wenigstens hinsichtlich des 
quantitativen Effektes, unabhiingig voneinander verliuft. Uber 














204 Georg Barkan, 


die bestehende Méglichkeit einer Verkniipfung dieser Vorginge 
im Organismus ist damit natiirlich nichts ausgesagt. 

In allen untersuchten Fallen steigt mit der Zahl der Blut- 
entnahmen auch die Sauerstoffzehrung der Ganseblutkérperchen 
stark an. Da, wie sich zeigte, hierbei der nach dem Himato- 
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kritwert auf die gleiche Einheit umgerechnete Hisengehalt un- 
regelmiBigen Schwankungen unterliegt oder wie in dem auf 
Hig. 4 wiedergegebenen Versuch gleichbleibt, so folgt weiter, 
daB die Zunahme des Sauerstoffverbrauchs offenbar vorwiegend 
auf der verinderten Strukturheschaffenheit der jugendlichen 
Zellen beruht und weitgehend unabhiingig vom Gehalt an leicht 
abspaltbarem Eisen ist. — 
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Die Zufuhr von Eisen bei anscheinend gesunden Tieren 
(Kaninchen und Hund) erfolgte durch Verfiitterung von Ferrum 
reductum in hohen Dosen, die den in neuerer Zeit am Men- 
schen empfohlenen!) entsprechen; tiiglich 0,045—0,048 g pro 
kg Korpergewicht. Durch die Untersuchungen von Sacchetto?) 
weiB man, daB derartige Dosen, ohne die Darmschleimhaut zu 
reizen, resorbiert und im Organismus gespeichert werden. 


Wie sich in unseren Versuchen zeigte, bleibt selbst bei 
ein- und mehrwochiger Hisenfiitterung ein normaler Wert fiir 
das leicht abspaltbare Eisen ebenso konstant wie beim un- 
behandelten Kontrolltier, auch dann, wenn die Hiimoglobin- 
und Erythrocytenzahlen mehr oder weniger stark ansteigen. 
Bei einem Kaninchen dagegen, das in wiederholten Unter- 
suchungen einen besonders niederen Kisenwert zeigte, ergab 
sich nach der Eisenperiode ein Anstieg auf die ,Norm“, der 
auch langere Zeit nach Absetzen des Kisens erhalten blieb 
(vgl. Tab. 4). 


Tabelle 4. 


Leicht abspaltbares Bluteisen nach peroraler Fe-Zufuhr. 











ir. 4! r . an | mam. Nr. 46 
Kan. Nr. 43 | Kan. Nr. 45 Kan. Nr. 46 





Dat. der (Kontrolle) i | 
Besti bes eee Sane _| Bemerkungen 
(ea | 
comms! Hb | Fe | Hb | Fe | Hb | Fe 
19. 3. 25 56 (0,15 | 60 | 025 | — | 02 Vorperiode v. 
23. 3.25 | 59 | 0,15 | 63 | 0,25 | 58 0,2 19.—25. 3. 25 


| 

Kan. Nr. 43 u. 
| | 45 v. 26. 3. bis 

| 





31. 3. 25 pro kg 
0,2 | 48mg Fe red. 


54 | 0,2 _ 


97 


31. 3.25 | 62 | 0,25 | 67 
9.5.25 | 71 | 0,25 | 71 














bo “bo 
or on 


(Hb in °/, nach Sahli; Fe in Mol x 1077 pro 1 eem der 10 fachen 
Blutverdiinnung.) 


1) Vgl. G. Barkan, Klin. Wochenschr. Bd. 2, S. 1748 (1928). 


*) Italo Saecheto, Arch. di patol. e clin. med. Bd. 4, 8. 554 
(1925); zit. nach Berichte tiber ges. Physiol. u. exper. Pharm. Bd. 36, 
S. 710 (1926). 
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5. Besprechung der Versuchsergebnisse. 


Wie in den vorstehenden Abschnitten gezeigt werden 
konnte, gelingt es regelmiBig in den Blutkérperchen und in 
der Blutfliissigkeit mit gleicher Methodik leicht abspaltbares 
Hisen nachzuweisen und zu bestimmen. Es scheint daher be- 
rechtigt, das gesamte leicht abspaltbare Bluteisen unter einem 
gemeinsamen Gesichtspunkt zu betrachten. 

Die Auffassung von Fontés und Thivolle’), daB es sich 
beim Serumeisen um Nichthimoglobineisen, also um_,,zirku- 
lierendes Kisen“ (fer circulant) handelt, erweitere ich daher zu 
der Hypothese, dai das gesamte leicht abspaltbare Bluteisen, 
also eine annihernd 10 mal gréBere Menge, zum Komplex des 
,Transporteisens“ gehért, wie ich dies friiher andeutete.”) 

Die beiden franzésischen Autoren sind der Ansicht, daf 
wihrend der Periode der Blutregeneration das fiir den Wieder- 
aufbau der Blutkérperchen bestimmte Eisen in den diesen 
Aufbau besorgenden Organen stark zuriickgehalten wird. Sie 
fanden nimlich, da8 1 Liter Blutserum des von ihnen unter- 
suchten Pferdes von einem dem ersten groBen Aderla8 fol- 


genden zweiten AderlaB — also im Stadium der Blutneu- 
bildung — nur halb so viel Eisen enthielt, als das Normal- 


serum (1:2 mg). 

In diesem Zusammenhange sei nochmals auf Fig. 1 und 
Tab. 5, 8. 212 hingewiesen, worin die Schwankungen von Blut- 
farbstoff und abspaltbarem Eisen wihrend der unregelmaiBigen 
Entblutungsperiode zum Ausdruck gebracht sind. Auch hier 
fillt die hiiufige gegensitzliche Bewegung beider Kurven auf. 
Das legt den Gedanken nahe, da méglicherweise auch in 
diesem Falle, wo durch unregelmiBige Animisierungsreize der 
Vorgang der Blutneubildung ungeordnet, d. h. ungeniigend oder 
iiberschieBend verliuft, die gegensiitzliche Bewegung ein Aus- 
druck dafiir ist, daB schlieBlich beide eisenhaltigen Stoffe, 


 G. Fontés u. L. Thivolle, a. a. O. 

*) G. Barkan, Diese Zs. Bd. 148, 8.124 (1925) und Vortrag am 
Medizin.-biolog. Abend d. med. Fak. Frankfurt a. M. 10. I. 27. Klin. 
Wochensehr. Bd. 6, 8. 1067 (1927); vgl. aueh E. Abderhalden, Lehrb. 
d. physiol. Chem. 5. Aufl, 1923, S. 33. 
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Blutfarbstoff und jenes locker gebundene Kisen aus einer ge- 
meinsamen Quelle sich ergiinzen. Ahnliche Erwiigungen wie 
die franzésischen Autoren fiir ihr zirkulierendes Eisen im Serum 
anstellen, mégen dann auch fiir die Auffassung des gesamten 
leicht abspaltbaren Bluteisens als Transporteisen am Platze 
sein und seine starken Schwankungen wihrend der Blutregene- 
ration erkliren. 

Weiterhin erméglichen die experimentellen Beobachtungen 
gewisse Schliisse auf den Mechanismus dieses EKisentransportes. 

Wie sich zeigte, gelingt es nicht, in irgendeiner Form 
ins Blut gebrachtes Eisen auf die Blutkérperchen zu_iiber- 
tragen. Sieht man von dem unwahrscheinlichen, doch bisher 
nicht auszuschlieBenden Fall ab, daB die Blutkérperchen an 
Hisen ,,gesittigt“ sind, so bedeuten diese negativen Versuche 
folgendes. Im Gegensatz zum Verhalten des Bleis (Behrens 
und Pachur), wird dem Blute zugefiihrtes Kisen nicht in 
einen Zustand gebracht, der eine Anreicherung des Metalles 
an den Blutkérperchen ermdglicht. Ein Ubergang auf die 
Blutkérperchen scheint beim Eisen nur auf dem Umwege iiber 
die biologischen Aufbaustiitten zustande zu kommen. 

In der Richtung von den Formelementen zum Plasma 
dagegen besteht eine gewisse Ahnlichkeit zwischen Hisen und 
Blei. Das Vorhandensein von Eisen im Plasma scheint dafiir 
zu sprechen, dab im strémenden Blut offenbar dauernd ein ge- 
wisser kleiner Teil des Kisens von den Erythrocyten auf das 
Plasma tibergeht, vermutlich nach vorheriger Abspaltung, wozu 
bei der schwach alkalischen Reaktion des Blutes nach Lintzels 
Versuchen die Voraussetzungen erfiillt wiren.’) Ob sich auch 
beim Eisen ein Unterschied derartiger Austauschvorgiinge fiir 
vendses und arterielles Blut findet, wie dies Behrens und 
Pachur im Falle des Bleis zeigten, wire noch zu priifen. 

In vivo hatte man dann, dhnilich wie dies Behrens und 
Pachur, so viel ich sehe, fiir die Bleivergiftung vermuten, ein 
biologisches Gleichgewicht anzunehmen, derart, dafi der dau- 
ernden langsamen Abspaltung von Eisen aus den Erythro- 


1) Vgl. hierzu die Anmerkung auf S. 201. 
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cyten die Wage gehalten wird durch den dauernden Abtransport 
des Eisens aus dem Plasma zu den Bedarfsorten und zu den 
Ausscheidungsstiitten, wihrend die eisenliefernde Verbindung 
der Blutkérperchen biologisch beim Auf- und Abbau dieser 
Zellen und ihres Farbstoffes erginzt wird. 

Eine leicht nachweisbare Stérung miiBte ein solcher Gleich- 
gewichtsmechanismus erfahren, wenn nach der Blutentnahme 
die Entfernung des Kisens aus dem Plasma nicht melr er- 
folgen kann. ‘Tatsiichlich nimmt dann, wie sich zeigte, sein 
Kisengehalt meBbar zu. Dies steht im Einklang mit der For- 
derung obiger Hypothese. 

Die Frage, ob das leicht abspaltbare Eisen innerhalb der 
Erythrocyten als ,,Zelleisen“, d. h. als Atmungsferment im 
Sinne Warburgs eine Rolle spielt, ist nach dem Ausfall 
meiner Versuche nicht zu beantworten. Die auffallende Kon- 
stanz beim unbeeinfluBten Tier, die iibereinstimmende GréBen- 
ordnung bei verschiedenen Tierarten und die Ubereinstimmung 
mit den Werten Yabusoes’) fiir das Nichthaimoglobineisen 
anderer Gewebe kénnte eine Stiitze einer solchen Auffassung 
sein. Die leichte Abspaltbarkeit steht im Kinklang mit dem 
Verhalten des Zelleisens der Seeigeleier (Warburg)?). DaB 
das Eisen bei mit zunehmender Animisierung stark an- 
wachsender Zellatmung der Vogelerythrocyten nicht mit an- 
steigt, braucht nicht gegen seine Bedeutung als ,Atmungs- 
ferment“ zu sprechen; ebensowenig die Tatsache, daB ein 
Bruchteil des im Blute abspaltbaren Eisens geniigt, um an 
Zelltrimmern nach Ph. Ellinger*) Oxydationsprozesse zu 
katalysieren. Das Eisen kann hinsichtlich seiner Atmungs- 
funktion im UberschuB vorhanden sein. 

Im ganzen sprechen keine experimentellen Tatsachen gegen 
die Annahme, daB das leicht abspaltbare Bluteisen beiden 
Zwecken dient, daB es also den EKisentransport in der Blut- 
fliissigkeit und die Sauerstoffiibertragung in den Blutzellen 
vermittelt. 


1) M. Yabusoe, Biochem. Zs. Bd. 157, S. 388 (1925). 
*) O. Warburg, Diese Zs. Bd. 92, S. 237 (1914). 
5) Ph. Ellinger, a. a. O. 
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Experimenteller Teil. 
I. Methodisches. 


Die Ultrafiltration und die Eisenbestimmungen erfolgten nach den 
in der ersten Mitteilung beschriebenen Verfahren. — Als Eisenstamm- 
lésungen zur Herstellung der Konzentrationsreihe fiir die colorimetrische 
Methode nach dem Prinzip von Lachs und Friedenthal') dienten 
Lésungen von Ferriammonsulfat in 0,4°/, iger Salzsiiure. Sie enthielten 
1 x 10~° und 1 x 1077 Mol Fe!'!-Ionen im Kubikzentimeter. 


Il. Versuche. 


1. Eisenzusatz zu Blut in vitro. 


200 ccm defibriniertes Rinderblut werden mit 22.5 mg 
Ferroammonsulfat lingere Zeit geschiittelt und dann bei Zimmer- 
temperatur 31/, Stunden stehen gelassen. Nach scharfem Zen- 
trifugieren wird das Serum abgehoben, die Blutkérperchen 
werden 2 mal mit 0,85°/, iger NaCl-Lésung gewaschen. Ebenso 
werden in einer Portion des nicht mit Eisen behandelten 
Blutes Serum und Blutkérperchen getrennt und letztere ge- 
waschen. Der Blutkérperchenbrei wird durch Auffillen auf 
das urspriingliche Blutvolumen mit aq. dest. himolysiert und 
diese Liésung 5 fach weiter verdiinnt. 

I. Normale Blutkérperchenlésung, 5 fach verdiinnt, 

II. Fe-Blutkérperchenlésung, 5 fach verdiinnt, 

III. Normalserum, 

IV. Serum vom Fe-Blut 
werden je zu gleichen Teilen mit 0,8°/, iger Salzsiure versetzt. 
Nach 24 stiindigem Stehen bei 37° erfolgt die Ultrafiltration 
und die Kisenbestimmung. Die folgende Ubersicht enthiilt die 
in je 1 ccm der Ultrafiltrate gefundenen EKisenmengen in 
Mol x 107%. 





1. II. III. IV. IV. berechnet bei 

















Blut- Fe-Blut- ‘ cleich- Lé 
- e S eich sung 
korper- k6rper- post Fe-Serum miBiger | nur im 
chen norm, chen Verteilung Serum 
SaaS SSS TN —y ———— — — ———— —— a — — a 
0,25 0,25 0,15 2,20 1,56 | 2,26 


1) Lachs u. Friedenthal, Biochem. Zs. Bd. 32, S. 130 (1911). 
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Man sieht, daB die Blutkérperchen nach der Kisenbehand- 
lung genau den gleichen Eisenwert zeigen wie die unbehan- 
delten. Der Kisengehalt des Serums ist erheblich héher als 
er bei gleichmiBiger Verteilung des Eisens auf Blutkérperchen 
und Serum sein miiBte. Er entspricht demjenigen, der sich 
bei normalem Blutkérperchen—Serumverhiltnis 1:2 (d. h. einen 
Hamatokritwert von 33°/,) fiir den Fall ergibt, daB sich das 
HKisen nur im Serum lost. 

Die Waschung der Erythrocyten nach der Hisenbehandlung 
ist aus naheliegenden Griinden unbedingt ndtig. 

Der Versuch wurde mit wechselnden Mengen von Mohr- 
schem Salz mehrfach wiederholt. Selbst bei einer Steigerung 
der angewandten Eisenkonzentration auf das 4fache und lin- 
gerer bis 21 stiindiger Kinwirkung fand sich keine Zunahme 
des Wertes fiir das leicht abspaltbare Eisen der Blutkérper- 
chen. In allen Fallen zeigte sich die starke Anreicherung im 
Serum, die bei blutkérperchenreicherem Blut naturgemiB noch 
hdher ist als in obigem Fall. 

Versuche mit etwa 30 mg Kisenalbuminat’) (Merck) in 





1) Vgl. hierzu die Ausfiihrungen W. Heubners: Uber ,,organische“ 
Kisenpriparate, Klin. Wochenschr. Bd. 5, 8S. 588 (1926), und den Vortrag 
desselben Autors in Zs. f. irztl. Fortbildung Bd. 23, 8. 658 (1926), sowie 
folgenden Versuch iiber die Lésung von Fe aus Eisenalbuminat durch Siiure: 

30 mg Eisenalbuminat (Merck) in 200 eem einer Lésung, die 
einen Gehalt von n/200-NaOH und 0,85°/, NaCl hat. Lést sich nach 
lingerem Umschiitteln unter starkem Schiumen mit schwacher Gelb- 
firbung fast ohne Riickstand. 100 ecem dieser Lésung werden mit 
100 cem 0,8°/,iger HCl angesetzt. Ein Teil wird sofort ultrafiltriert, 
ein Teil bleibt bei 37° stehen und wird portionsweise nach 5 bzw. 
24 Stunden ultrafiltriert. Ein dritter Teil (60 cem) wird am RiickfluB- 
kiihler 3 Stunden lang gekocht, dann nach Abkiihlen ultrafiltriert. Die 
Eisenbestimmung ergab folgendes: 








Nr. Art und Dauer der 1 ccm 
HCl-Einwirkung Fe Mol-10—" 
1 Sofort < 0,05 
2 5 Stdn, 37° 0,2 
3 24 , 37° 0,35 
4 3 Stdn. am Riickflub- 
kithler gekocht 0,5 
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200 ccm defibriniertem Rinderblut, mit etwa 60 mg des offi- 
zinellen Ferr. oxydat. sacharat. in 100 ccm Blut sowie solche 
mit einem Nucleinsiureeisenpriiparat ergaben iibereinstimmend, 
da$ auf diese Weise in vitro eine Anreicherung des Eisens 
an den Blutkérperchen nicht erfolgt; zumindest keine Ad- 
sorption, die bei 2 maliger Waschung mit NaCl nicht sofort 
wieder gelést wiirde. 


2. Versuche an Ganseblut. 

Die Blutentnahme an etwa einjihrigen Ginsen erfolgte in 
wechselnder Menge und in verschiedenen Zeitabstiinden wie 
iiblich aus der Fliigelvene. Das Blut wurde in Glischen mit 
Glasperlen aufgefangen und etwa 20 Minuten geschiittelt, dann 
durch einen Bausch Glaswolle filtriert. In dem so gewonnenen 
defibrinierten Blute wurde der Himoglobingehalt nach Sahli 
bestimmt, das Blutkérperchenvolumen nach der Himatokrit- 
methode ermittelt. 

Die fiinffach verdiinnten Blutlésungen wurden mit 0,8°/, ig. 
HCl zu gleichen Teilen angesetzt und nach etwa zwei- 
tiigigem Stehen im Brutschrank ultrafiltriert und das EKisen 
bestimmt. Unter Beriicksichtigung des Himatokritwertes und 
Annahme eines spezifischen Gewichtes der roten Blutkérper- 
chen von 1,1 wurde, im iibrigen nach dem im theoretischen 
Teil angegebenen Schitzungsverfahren, der Kisengehalt pro 1 g 
Trockensubstanz roter Blutkérperchen iiberschlagsweise er- 
rechnet. Selbstverstiindlich sind die Verinderungen im spezi- 
fischen Gewicht der Erythrocyten bei schwankendem Himo- 
globingehalt (Biirker) nicht beriicksichtigt. Immerhin geben 
die Zahlen die Méglichkeit eines Vergleiches. 

Ferner wurde in einer Anzahl von Versuchen die Sauer- 
stoffzehrung der roten Blutkérperchen in Barcrottmanometern 
bestimmt. Die vom Serum befreiten und zweimal mit Ringer- 
lésung!) gewaschenen Blutkérperchen wurden mit Ringerliésung 
aufs urspriingliche Blutvolumen aufgefiillt und jeweils die 
Atmung von 1 ccm dieser Blutkérperchensuspension gemessen. 





1) Die Ringerlésung hatte folgende Zusammensetzung: 1000 Aq. d., 
NaCl 9,0 g, KCl 0,42 g, CaCl, 0,24 g, NaHCO, 0,15 g. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLXXI, 15 





Tabelle 5. 


Hamoglobin, leicht abspaltbares Eisen und Atmung 
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von Ginseerythrocyten. 





3 4 























Datum Ent- 
der Blut- | nommen 
ent- Blut 
nahme | in ccm 
8. 7. 25 15 
14. 7. 25 10 
14, 7. 25 10 
1%. 1. 25 25 
30. 11. 25 50 
2.12. 25 50 
14, 12. 25 25 
19. 1. 26 25 
21.1. 26 70 
1, 2. 26 70 
5. 2. 26 50 
8. 2. 26 50 
9. 2. 26 45 
15. 3. 26 110 
18. 3. 26 80 
20. 3. 26 30 
23. 3. 26 40 
22. 3. 26 110 
24, 3. 26 70 
26. 3. 26 95 
1, 4. 26 100 
4. 4. 26 50 





18,2 
35,5 


39 
38,5 





39 











7 8 

‘i Fe Mol Fe 
— x 1077 mg/g 

orper- }in 1 cem | Trocken- 
i volumen 1:10 } substanz 

ae 0,35 a 
33 0,3 0,14 
32 0,3 0,14 
36,5 0,25 0,10 
36,5 | 0,3 0,13 
235 | 0,3 0,16 
40 |<0,3 0,11 
34 0,45 0,20 
33 0,4 0,18 
27 0,2 0,11 
22 0,3 0,21 
18,5 | 0,2 0,16 
28 0,15 0,08 
20,5 | 0,15 0,11 
13 0,15 0,18 
25 | <0,2 0,12 
38 0,2 0,08 
26 0,15 0,09 
26 | <0,15 0,09 
26 0,15 0,09 
26 0,15 0,09 


1) Aus dem 45-Minuten-Wert geradlinig extrapoliert. 
*) Aus dem 40-Minuten-Wert geradlinig extrapoliert. 


y 


nerhalb 80 


Min. b. 36°! 


195,8 *) 


62,6 
65,8 
113,4 
145,6 





154,9 ”) 


Zur CO,-Absorption befanden sich im mittleren Einsatz der 
Atmungstrége 0,25 ccm 5°/,iger KOH. Es wurden meist Ab- 
lesungen nach 40 und 80 Minuten vorgenommen. 
denen Werte lagen meist auf einer Geraden, nur bei sehr 
starker Atmung wird die Kurve nach 40 Minuten etwas weniger 


Die gefun- 





O,-Verbr. | 5.4, 


in cem in-|~—— 
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steil. Die Atmung erfolgte in Luft. Die Tabelle 5 enthilt 
alle einschlagigen Daten. In Stab 9 ist der O,-Verbrauch in 
Kubikzentimetern nach 80 Minuten angegeben. In Stab 10 
sind diese Werte, um unter sich vergleichbare Zahlen zu 
bekommen, auf eine 100°/,ige Blutkérperchensuspension um- 
gerechnet. 


3. Versuche an Zelltriimmern. 


Die Zelltriimmer aus Ginseerythrocyten wurden nach dem 
Verfahren von Ph. Kllinger’) hergestellt, jedoch muBte auf 
steriles Arbeiten verzichtet werden. WDefibrinieren des aus der 
Vene direkt aufgefangenen Blutes mit Glasperlen, Filtration 
durch Glaswolle. Zweimal 10 ccm Blut werden zentrifugiert, 
das Serum abgehoben und die Blutkérperchen zweimal mit 
Ringerlésung auf der Zentrifuge ausgewaschen. Nach méig- 
lichst vélligem Entfernen der iiberstehenden Fliissigkeit Ge- 
frierenlassen des Erythrocytenbreies bei etwa — 20° wiihrend 
20 Minuten, Auftauen bei etwa 38—40°. Griindliches Aus- 
waschen der himolysierten Zelltrimmer mit Ringerlésung auf 
der Zentrifuge bis zur Farblosigkeit von Flissigkeit und ganz 
hellgelber Farbung der Triimmer. MHierzu waren gelegentlich 
bis zu 28 Waschungen erforderlich. In einem Fall waren die 
Zelltriimmer bereits nach 12 Waschungen so gut wie farbstoff- 
frei. Es wurde noch viermal gewaschen. Trotzdem zeigte die 
Zelltriimmersuspension noch sehr deutliche Spontan- 
atmung. Es war also noch geniigend Brennmaterial vor- 
handen. Durch Auffiillen der gewaschenen Zelltriimmer mit 
Ringerlésung zum _ urspriinglichen Blutvolumen wurde die 
,Normalsuspension“ hergestellt. 


a) Kisenbestimmungen. 


Verdiinnen der ,,Normalsuspension“ mit Ringerlésung auf 
das fiinffache Volumen. (Aq. dest. verursacht eine Quellung 
der Zellmassen und verhindert eine gleichmiiBige Verteilung 
in der Suspension.) Die Ansiitze mit gleichen Teilen 0,8°/ ig. 


HCl erfolgen voéllig analog den Blutansitzen. Die nach Ein- 


1!) Ph. Ellinger, Diese Zs. Bd. 119, S. 11 (1921). 


15* 
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wirkung der Salzsiure bei 37° im Ultrafiltrat vorgenommene 
Fe-Bestimmung ergibt demnach Werte, die unmittelbar mit 
denen der Gesamtblutansiitze vergleichbar sind. 

In einem anderen Teil der Zelltriimmer wurde das Eisen 
nach Veraschen bestimmt. Hierzu wurden nach dem Vorgange 
Warburgs!’) einige Kubikzentimeter der unverdiinnten Triim- 
mersuspension (2—5 ccm) auf dem Wasserbade zur Trockne 
eingedampft und gegliiht. Die Asche wurde mit heifer Salz- 
siure extrahiert, durch aschefreies Filter filtriert und nach- 
gewaschen; Filter und Riickstand wurden getrocknet, nochmals 
gecliiht und wieder extrahiert. Zur Extraktion wurde Salz- 
siure 1,124—1,126 spez. Gew. pro analysi (Merck) verwendet, 
im ganzen fiir beide Extraktionen 25 ccm. Die vereinigten 
HCl-Extrakte wurden mit etwas KClO, auf dem Wasserbad 
zur Trockne verdampft und der fast stets farblose Riickstand 
mit 3 ccm 0,4°/,iger eisenfreier HCl aufgenommen. In dieser 
Lésung erfolgte dann in gewohnter Weise nach dem Prinzip 
von Lachs und Friedenthal die colorimetrische Eisen- 
bestimmung. 25 ccm der angewendeten Salzsiure mit Aq. dest. 
und KCIO, zur Trockne verdampft und mit 3 ccm 0,4°/,iger 
HCl aufgenommen, ergaben 0,6 bzw. bei einer anderen Origi- 
nalflasche 0,55-107—7 Mol Fe pro 1 ccm. Diese Werte wurden 
bei der Berechnung der Analysen in Abzug gebracht. 

Nach Veraschen bzw. nach Salzsiuredigestion der Zell- 
triimmersuspension ergaben sich die in Tabelle 6 wieder- 
gegeb-nen Analysenwerte. Selbstverstiindlich wurden bei der 
Veraschung und Weiterverarbeitung der Asche alle Vorsichts- 
maBregeln angewandt, um eine Verunreinigung von Kisen von 
auBen zu vermeiden; trotzdem diirften die gefundenen Werte 
Maximalzahlen sein. Mit Riicksicht hierauf ist die Uberein- 
stimmung bei den auf ganz verschiedenem Wege erhaltenen 
Kisenwerten (HCl-Digestion bzw. Veraschung) befriedigend. 

Ks geht daraus hervor, da& praktisch an den Zell- 
trimmern nicht mehr Eisen verblieben und in der 
Asche nachweisbar ist, als auch bei der Salzsiure- 
digestion frei wird. (Kine Ubersicht des Hisengehaltes der 





') O. Warburg, Diese Zs. Bd. 92, 8. 231 (1914). 
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Zelltriimmer, ausgedriickt in Milligramm im Vergleich mit dem 
Werte von Ellinger und Landsberger, findet sich im theo- 


retischen Teil, Tab. 1, S. 198.) 
Tabelle 6. 


Kisenbestimmungen in den Zelltriimmersuspensionen. 




















Bei Veraschen Bei HCl-Digest. 
i \~ 7 - 
7, gefunden Fe Mol x 1077 gef.Fe Mol x10 
PS) Zur Ver-| | 4 NS © m > | ts ms he 
3 Versuchs-jaschung | , w | S25 sSZ|SPeElsESlisEe 
" 2 = 2 Vio OD Onmi~- Os | - Oe 
2 | datum | benutzt goS/Q .-BISSaler 2 leg r-Rl ara 
3 OB: | . A ke es, eaeotod '.) 9&8 
3 em | ag lies oli"“gal/lsairsgsg|°ss 
- m43 | cen lees | tee [tee | 722 
Ss lead | G8) San] eae) eam 
" ; | | ia ; a a 
1 | 2.12. 25 5 20 | 4,2 0,84 | 0,084 0.05 | 0,3 
ot 1.2.20 2 1,1 1,5 0,75 0,075 | 0,075) 0,4 
3 | 22.2. 26 4 2,2 4,95 | 128  O128 | 0,05 | 0,2 
4 | 15.3. 26 4 1,4 2,55 | 0,63 0,063 |<0,05 | 0,15 
5 | 28. 3. 26 3 1,8 3,75 | 1,25 | 0,123 |<0,05 | <0,2 











b) Sauerstoffverbrauch an den Zelltriimmern. 


1 cem Zelltriimmersuspension 
+icem Ringerlésung zeigten im Versuch vom 22. 2. 26 trotz sech- 
zehnmaliger Waschung der Zelltriimmer, gemessen in Barcroftmano- 

metern, folgende Spontanatmung: 





Zeit in Minuten | 40 | 80 | 105 


O,-Verbrauch in cmm bei 36°| 13,33 | 25,36 | 28,70 
1 cem Zelltriimmersuspension vom 15. 3. 26 


+1cem Ringerlésung zeigte keine Spontanatmung. 


1 cem 8°/,,ige neutralisierte Tyrosinlésung') verbrennt an 
1 cem derselben Zelltriimmersuspension wie folgt: 








Zeit in Minuten | 30 | 60 | 90 | 120 | 150 


0,-Verbraueh in emm bei 86°| 3,6 | 6,9 | 97 | 12,0 | 14,2 





1) Herstellung der Tyrosinlésung: 0,075 g reines Tyrosin 
werden in etwa 10 cem Ringerlésung nach Hinzufiigen der iquivalenten 
Menge n/1-NaOH (0,41 eem) durch kurzes Erwirmen auf dem Wasser- 
bade gelést. Reaktion deutlich alkalisch. Vorsichtige Neutralisation 
mit n/10-HCl unter Tiipfeln gegen Lackmuspapier. Auffiillen mit 
Ringerlésung auf 25 cem. — Die so hergestellte 3°/,,ige neutrale 
Tyrosinlésung ist bei 36° stark iibersiittigt und nur kurze Zeit haltbar. 
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1 cem der $°/,,igen Tyrosinlésung verbrennt an 
1 cem einer 2°/,igen Tierkohlesuspension (Merck) wie folgt: 











Zeit in Minuten | 40 | 80 | 105 








O,-Verbrauch in emm bei 36° | 22,74 | 43,67 | 53,97 


Die graphischen Darstellungen (Fig. 5) gestatten einen 
Vergleich des O,-Verbrauches in den angefiihrten Versuchen. 
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Fig. 5, 
. Op-Verbrauch von gewaschenen Erythrocyten, 
. Verbrennung von 3% iger Tyrosinlésung an Tierkohle. 
. Spontanatmung von Zelltrimmern nach 16 Waschungen. Fe 0,007 mg in 1 cem. 
. Verbrennung von 3°/oiger Tyrosinlésung an Zelltrimmern. Fe 0,0035 mg in 1 ecm. 
1. und 3, von der gleichen Blutentnahme stammend. 


=" 


W fo 
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Die Atmung der Erythrocytensuspension, von derselben Blut- 
entnahme stammend wie die spontanatmende Zelltriimmersus- 
pension, ist mit aufgezeichnet. Hierbei ist zu beriicksichtigen, 
da bei der Zelltriimmeratmung die ,,Konzentration“ durch die 
Verdiinnung mit gleichen Teilen Ringerlisung nur halb so 
hoch war. 7 

Die Verbrennung der 3°/,,igen Tyrosinlésung an den 
Zelltriimmern ist so gut wie identisch mit dem Verlauf der auf 
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Fig. 6 im gleichen Mafstab wiedergegebenen Zeitkurve nach 
einem gleichartigen Versuche von Ellinger und Lands- 
berger. Die gefundenen Kisenwerte sind gleichfalls auf den 
Figuren vermerkt. 
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Verbrennung von Tyrosin an Zelltrimmern nach einem Versuch von Ellinger und 
Landsberger.') Fe 0,031 mg in 1 ccm. 
0,8 ccm Triimmersuspension, 0,2 ccm Phosphatpuffer, 1,0cmm Tyrosinlésung 


4, Eisenbestimmungen in Serum und Plasma. 
a) Serum. 


Moglichst helles, nicht hamolytisches Serum wurde zu 
gleichen Teilen mit 0,8°/, iger Salzsiure versetzt und etwa 
24 Stunden bei 37° im Brutschrank stehen gelassen. Die in 
einer Anzahl von Versuchen mit Seren verschiedener Her- 
kunft und verschiedener Gewinnungsart (defibriniertes Blut oder 
Spontangerinnung) gefundenen Werte sind in Tab.2 auf 8. 200 
wiedergegeben. 

b) Plasma. 

Zur Verwendung kam ausschlieBlich Hirudinplasma. Die 
Benutzung gerinnungshemmender Salze wie etwa Oxalat oder 
Citrat usw. war wegen der Méglichkeit zur Bildung komplexer 
Kisenverbindungen, die die Rhodanidreaktion stéren kénnen, 
von vornherein ausgeschlossen. Die Ungerinnbarmachung des 
Blutes erfolgte entweder durch intravenése Injektion von 10 mg 


Hirudin pro kg Koérpergewicht, gelést in einigen ccm 0,85°/, iger 





1) Ph. Ellinger u. M. Landsberger, Diese Zs. Bd. 123, S. 256 
(1922). 
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NaCl-Liésung, oder aber durch Auffangen des Blutes in GefaBen, 
die einige Kérnchen Hirudin in Substanz oder etwas gelistes 
Hirudin enthielten. 

Die Entblutung beim Kaninchen erfolgte entweder durch 
quere Durchtrennung der HalsgefiBe oder besser und voll- 
stiindiger am aufgebundenen Tier aus einer freigelegten Carotis 
nach Einfiihrung einer kleinen, mit Schlauch versehenen Glas- 
kantile. Beim Hunde wurde durch die enthaarte und desinfizierte 
Haut die leicht zugingliche Vena jugularis externa, gegebenen- 
falls unter aseptischen Kautelen, punktiert. — Das so gewonnene 
Blut und das aus diesem durch Zentrifugieren erhaltene Plasma 
bleibt, wenn man geniigende Mengen von Hirudin anwendet, 
viele Stunden ungeronnen. 

Die Saureansiatze erfolgten genau wie bei den Serum- 
versuchen, ebenso die Hisenbestimmung nach Ultrafiltration. 

Bei einer Anzahl verschiedener Tiere wurden folgende 
Kisenmengen gefunden, bezogen auf 1 ccm unverdiinnten Plasmas 


(Tab. 7). 





























Tabelle 7. 

Plasmaeisen, bestimmt nach Salzsiuredigestion. 

Laufende In 1 cem Plasma Fe 
Nr. Tierart _i 
Mol x 1077 | mg x 1078 

1 Kaninchen 0,2 1,12 

2 , 0,3 1,68 

3 ” 0,3 1,68 

4 Hund 0,33 1,83 

5 Kaninchen 0,4 2,24 





Der Ubergang von Eisen aus den Blutkérperchen ins 
Plasma bei mehrstiindigem Stehen des Hirudinblutes wurde 
im theoretischen Teil erwahnt und durch einige Beispiele 
belegt. 

In einem aseptisch durchgefithrten Versuch an obigem 
Hund zeigte nach 5stiindigem Aufenthalt des Blutes bei 37° 
das Plasmaeisen einen Zuwachs von rund 70°/,. 




















Eisenstudien. 219 


5. Phenylhydrazin-Anamie bei Kaninchen. 


Nach einer Vorperiode von meist einer Woche, in der der 
Himoglobingehalt, die Zahl der Erythrocyten und das leicht 
abspaltbare Bluteisen zweimal bestimmt wurde, erhielten die 
Tiere (verwendet wurden nur Kaninchenbicke) in meist zwei- 
tigigen Abstinden 0,01 g Phenylhydrazinchlorhydrat pro kg 
Korpergewicht als 1°/,ige neutralisierte Lésung subcutan ge- 
spritzt. Diese Injektionen wurden fortgesetzt, bis der Zustand 
der Schleimhiute und der Blutbefund einen hinreichenden 
Grad der Anaimie anzeigten. Dann wurde eine kleine Menge 
Blut entnommen und hierin in iiblicher Weise das leicht ab- 
spaltbare Eisen bestimmt. 


Herstellung der neutralen Phenylhydrazinlésung: 
Phenylhydrazinchlorhydrat, reinstes Mercksches Priiparat 
(D.A.B. VI), 0,25 g gelést in 15 ccm Aq. dest., werden mit Natron- 
lauge unter tropfenweisem Zusatz neutralisiert (Lackmuspapier), 
dann mit Aq. dest. in ein 25 cem-MeBkélbchen iibergespiilt und 
zur Marke aufgefiillt. Die Lésung muB stets frisch hergestellt 
werden, da sie beim Stehen in braunen Flocken ausfillt. 


Tabelle 8. 


Hiamoglobin, Erythrocyten und leicht abspaltbares Bluteisen bei Pheny]- 
hydrazinaniimie. 
Kan. Nr. 715 ¢, 1600 g. 

















| 8.81...” 
oa 5 ‘ E "D S 5 is 
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7. 12. 26 57 5 380 000 0,15 . 
Vorperiode 
10. 12. 26 59 4 900 000 0,15 
Am 15., 17., 19./12. 1926 
20. 12. 26 | 30 2 800 000 0,15 je 0,01 g Phenylhydrazin- 
chlorhydr. p-kg subcutan 
Vom 21. 12. 26 bis 7. 1. 27 
7 1.274 55 4 140 000 0,15 ohne Eingriff bei Misch- 
futter 
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Die vorstehende Tab. 8 zeigt — nur als Beispiel — einen 
derartigen Versuch, aus dem hervorgeht, daB auch bei dieser 
Art Anamisierung trotz starken Abfalls des Blutfarbstoff- und 
Erythrocytengehaltes der Wert fiir das leicht abspaltbare Eisen 
im Gesamtblut konstant bleiben kann. In diesem Versuch 
ist das um so auffilliger, als das betreffende Tier an sich 
schon einen sehr niedrigen Fe-Wert zeigt. Er steigt nach Ab- 
setzen des Giftes trotz normal gewordener Blutbefunde nicht 
mit an. . 


6. Verfiitterung von Eisen in hohen Dosen. 


Beim Kaninchen wurde die tiiglich zu verabfolgende Menge 
von 48mg Ferrum reductum pro kg Koérpergewicht durch die 
Schlundsonde mit Wasser in den Magen gespiilt. 

Beim Hund wurde zweimal tiglich die halbe Dosis in 
Gelatinekapseln unmittelbar in den Rachen eingefiihrt, 

Eine Versuchsreihe an Kaninchen, die das verschiedene 
Verhalten bei normalem und besonders niederem Fe - Wert 
zeigt, ist im theoretischen Teil wiedergegeben (Tab. 4, S. 205). 
Im folgenden einige Daten aus einem Hundeversuch, aus dem 
ebenfalls die lange Konstanz des normalen Kisenwertes unter 
diesen Bedingungen und seine relative Unabhingigkeit vom 
Hamoglobingehalt hervorgeht. 


Tabelle 9. " 


Himoglobin, Erythrocyten und leicht abspaltbares Bluteisen nach 
Kisenverfiitterung. 
Hund ,, Rolf #, 18,7kg vom 9. 12. 26 bis 6.1. 27 2xtgl. 0,42 g Ferr.red. 
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Die Versuche werden fortgesetzt, besonders hinsichtlich 
des Verhaltens des Serum- und Plasmaeisens und der Aus- 
tauschprozesse zwischen Blutkérperchen und Plasma unter ver- 
schiedenen Bedingungen. 


Zusammenfassung. 


1. Vom leicht abspaltbaren Bluteisen entfillt der weitaus 
gréBte Teil auf die Blutkérperchen. Seine Menge, berechnet 
auf deren Trockensubstanz, entspricht in der Gré8enordnung 
dem Nichthimoglobineisen anderer tierischer Zellen. Eine An- 
reicherung von Hisen an den Blutkérperchen in vitro gelang 
nicht. 

2. Die himoglobinfrei gewaschenen Erythrocytenstromata 
(Zelltrimmer nach Ph. Ellinger) enthalten ihr gesamtes Kisen 
in leicht abspaltbarer Form; es betrigt nur Bruchteile des 
in den unversehrten Blutkérperchen vorhandenen, geniigt aber, 
um die Verbrennung von organischem Material an den Zell- 
trimmern zu erméglichen. 

3. Plasma und Serum enthalten regelmiBig kleine Mengen 
Kisen, etwa 1/,,, des im Blute vorhandenen Himoglobineisens. 
Beim Stehenlassen ungerinnbar gemachten Blutes erfolgt durch 
Ubertritt aus den Blutkérperchen eine allmihliche Zunahme 
des Plasmaeisens. 

4. Im Stadium der Animisierung und der Blutregeneration 
zeigt sich die Zunahme der Blutkérperchenatmung weitgehend 
unabhiingig vom Gehalt an leicht abspaltbarem Eisen und 
dieses unabhingig vom Himoglobingehalt. Verfiitterung hoher 
HKisendosen scheint nur auf besonders niedrige Kisenwerte von 
Kinflu8 zu sein, indem es solche zur Norm hebt. 

5. Das gesamte leicht abspaltbare Bluteisen wird als zum 
Komplex des ,,'ransporteisens“ gehérig angesehen. Uber den 
Mechanismus des Eisentransportes wird auf Grund der Ver- 
suche eine hypothetische Vorstellung entwickelt. 








Uber den Abbau der Gelatine durch Essigsiureanhydrid. 


Von 


A. Fodor und Chasuva Epstein. 


Mit 2 Figuren im Text. 





(Aus dem Institut fir Biochemie und Kolloidchemie der Hebrdischen Universitit 
Jerusalem.) 


(Der Redaktion zugegangen am 11. August 1927.) 


Die Eiwei8chemie befindet sich zurzeit im Stadium einer 
sehr regen Erforschung: durch die zunehmende Zahl der bei 
hydrolytischen und fermentativen Spaltungen der Proteine 
(EK. Fischer, E. Abderhalden, Levene, Dakin, Sadikow 
und Zelinsky) isolierten Diketopiperazine wurde die von 
KE. Fischer (1906) ausgesprochene Méglichkeit des Vorkommens 
von Piperazinringen im EKiweiBmolekiil in den Vordergrund 
geschoben, so daf eine fieberhafte Tatigkeit auf dem Gebiete 
der Dioxopiperazine durch Bergmann, Karrer, Abder- 
halden und ihre Mitarbeiter ins Leben gerufen wurde. Auf 
der anderen Seite wieder wird auf Grund fermentchemischer 
Befunde die friihere, von EK. Fischer angenommene ketten- 
formige Struktur ‘der Proteine durch Waldsch midt- Leitz’) 
verteidigt. Zugunsten der letzteren Ansicht wiirde der von 
diesem Forscher dargetane Umstand sprechen, daB diese Di- 
oxopiperazine fermentativ véllig unangreifbar sind, daB ferner 
daneben bei fermentativen Spaltungen der Entstehung einer 
freien Aminogruppe stets die gleichzeitige Entbindung eines 
freien Carboxyls gegeniiber zu stellen ist. 

Die MolekulargréBen gewisser Proteine scheinen, nach 
den Réntgendiagrammen R. O. Herzogs beurteilt, keines- 





1) Z. B. Chem. Ber. Bd. 59, S. 3000 (1926). 
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wegs so enorm groSe Zahlen darzustellen, wie man friher 
annahm. Solange man niimlich nach Dakin der Berechnung 
des Molekulargewichtes keine strukturchemischen Uberlegungen, 
wie die Anzahl Glykokollmolekiile, die in der Gelatine auf 
1 Histidinmolekiil entfallen, zugrunde legt, ist man auch da 
zur Annahme von Riesenketten mit sehr hohen Molekular- 
gewichten gezwungen. Anders, wenn man von gewissen 
,chemischen Einheiten“ ausgeht, die ihrerseits Polymerisate 
einfacherer Bausteinverkettungen (z. B. der Dipeptide, Tri- 
peptide) darstellen, die sich sodann zu kolloiden Gebilden und 
biologisch strukturierten Formen assoziieren. Hier wird das 
KiweiB zu einem gemischten Kolloidkomplex von Polymerisaten, 
und wiirde es uns gelingen, diese kolloide Assoziation auf 
irgendeinem Wege zu lésen, so miiBten wir zu diesen Poly- 
merisaten selbst gelangen. Diese letzteren kénnten sodann 
als die ,,physikalischen Bausteine“ jener Kolloidkomplexe be- 
zeichnet werden, in der Annahme, daB bei der Bildung letzterer 
keine rein chemischen, sondern etwa Gitterkrifte beteiligt sind, 
die ihren Ausgang von solchen Polymerisaten nehmen. 

Unter den bekannten Methoden der EiweiBspaltung eignen 
sich die wenigsten dazu, eine ,,Desassoziation“ der besagten 
Art hervorzurufen. Bis vor kurzem wurde eine solche Wirkung 
dem Pepsin und den ihm analogen Proteasen zugedacht. Diese 
Meinung wurde von einem von uns (F.) bereits vor mehreren 
Jahren ausgesprochen und nachher von einizen Forschern an- 
genommen.!) In der letzten Zeit wurde diese Auffassung wieder 
zuriickgestellt, weil sie mit den von der Willstitterschen 
Schule betonten kettenférmigen Struktur der Proteine nicht 
im EKinklang stehen wiirde. Da jedoch die Beweisfithrung fiir 
diese zu unsicher und angreifbar ist, so wird man sich vor- 
liufig noch nicht entschlieBen, die gesamte Diskussion auf eine 
solehe Basis zu stellen. Die Synthesen hochmolekularer Poly- 
peptide Emil Fischers, ferner von E. Abderhalden und 


') A. Fodor, Kolloid. Zs. Bd. 27, 8S. 242 (1920). Allerdings ver- 
misse ich in Oppenheimers ,,Die Fermente und ihre Wirkungen“ 
V. Aufl., die Erwihnung dieser Literaturangabe, wiewohl iiber die Mig- 
lichkeit der proteolytischen Desaggregation reichlich diskutiert wird. 
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A. Fodor haben erwiesen, da8 lange Ketten noch keine Eiweif 
eigenschaften bedingen. Es miissen also noch andere Faktoren 
im Spiele sein, um ein Proteinmolekil hervorzubringen, als 
eine Wiederholung von —CO—NH-Bindungen. 

Ferner gibt es physikalische Methoden, die imstande 
sind, eine Desassoziation bei gewissen Proteinen auszulésen. 
In diesem Sinne ist vielleicht die von Dr. Frankel?) in diesem 
Institute studierte Verinderung der Gelatine bei 37° zu be- 
werten, tiber welchen Gegenstand demnichst weiter berichtet 
wird. Die Gelatinierfihigkeit geht dabei verloren, die spezi- 
fische Drehung nimmt betrachtlich ab und die Dialysierbarkeit 
zu, kurz es treten Phinomene auf, die mit einer Zerstérung der 
Kolloidstruktur zusammenhingen, die sehr wohl der hier postu- 
lierten ,,Desassoziation“ entsprechen kann. 

Zu den zurzeit bekannten und angewandten Methoden der 
chemischen Zerlegung der Proteine iibergehend, halten wir 
diese durchwegs fiir viel zu eingreifend, um die Stufe der 
Desassoziation nicht um ein betrachtliches zu iiberschreiten. 
Dies bezieht sich besonders auf die mit einer Hydrolyse ein- 
hergehenden Methoden. Der zum Ziele fihrende Weg miibte 
ein anhydrolytischer sein, tiberdies diirfte er nicht so tief 
eingreifen, daB dadurch die Zahl der sekundiren Produkte 
uniibersehbar wird. Letzteres ist offenbar bei der von Troens- 
gaard versuchten Methode der Acetylierung der Proteine mit 
Acetylchlorid urter nachfolgender Hydrierung der Acety]l- 
derivate der Fall gewesen, die diesen Autor zu der Ansicht 
fihrte, da® das native Proteinmolekiil hauptsichlich aus 
basischen heterocyclischen Ringen aufgebaut wird.?) 

Eine geeignete Methode der ,,Desassoziation“ zu finden, 
bildete den Ausgangspunkt vorliegender Versuche. Sie be- 
standen in der Behandlung lufttrockener Gelatine mit Essig- 
siureanhydrid bei der Siedetemperatur des letzteren. Der 
Grundgedanke, der zu dieser Methode fiihrte, war eben der, 
die Gelatine unter Umgehung der Hydrolyse abzubauen und 


1) Diese Zs. Bd. 167, S. 17 (1927). 
2) Diese Zs. Bd. 112, S. 86 (1921); Bd. 127, S. 187 (1923); Bd. 130, 
S. 84 (1923), 




















Uber den Abbau der Gelatine durch Essigsiureanbydrid. 225 


die Natur der erhaltenen, wie wir vorausgesetzt haben, acety- 
lierten Produkte der Desassoziation, zu untersuchen. 

Die weitere Untersuchung ergab jedoch die bemerkens- 
werte Tatsache, daB man etwa 60°/, des Gelatinegewichtes 
in Form von Koérpern wieder gewinnt, die keine nachweisbaren 
Acetylmengen enthalten. Man kann die Produkte dieser Acetyl- 
behandlung in der Weise gewinnen, daB man den Eindampf- 
riickstand nach dem Abdestillieren des Anhydrids fraktioniert, 
mit geeigneten Lésungsmitteln, als die sich Alkohol und zur 
Beendigung der Extraktion Chloroform erwiesen haben, be- 
handelt und die einzelnen Extrakte mit Hilfe von Abscheidungs- 
mitteln, wie Ather bzw. Petroliither, zur Fillung bringt. Da 
es sich hier um Gemische von Individuen mit sehr ‘hnlichen 
physikalischen EKigenschaften handelt, so ist es zur Gewinnung 
definierbarer Kérper unbedingt vonnéten, da’ man médglichst 
viele Fraktionen darstellt. Als wegleitend fiir die Trennung 
der Fraktionen und ihrer Unterschiedlichkeit kann ihre optische 
Drehung dienen, da weder die Zersetzungspunkte noch die 
Lislichkeiten geniigend scharfe Unterschiede aufweisen, um 
sich an ihnen zu orientieren. Eine Ausnahme bildet der 
Extraktionsrest (im Versuchsteil als Ausscheidung X bezeichnet), 
der nach seiner Erschépfung mit Alkohol nur mehr mit Chloro- 
form in Lésung gebracht werden kann. Doch ist auch der 
in Alkohol léshche Anteil des Eindampfriickstandes, wie so- 
gleich dargetan werden wird, chemisch inhomogen zusammen- 
gesetzt. Mit diesem Anteil des Entstehungsgemisches haben 
wir uns bis jetzt hauptsiichlich beschiftigt, indes wir iiber die 
Natur des in Alkohol nicht mehr léslichen Anteils wenig aus- 
zusagen vermogen. 

Wenn man den noch Anhydrid enthaltenden Eindampt- 
riickstand mit siedendem Alkohol behandelt, geht zuniichst so 
gut wie alles in Lésung. Beim Erkalten dagegen scheidet 
sich ein Teil der gelésten Produkte als dichte Masse aus, 
wihrend ein anderer Teil a priori gelést bleibt. Wie groB 
die Menge des letzteren ist, hiingt von den angewandten Alkohol- 
quantititen ab. Es erwies sich jedoch, daf die gelést ge- 
bliebene Substanz, so wie auch die in frischem Alkohol leicht 
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léslichen ersten Anteile der bereits ausgeschiedenen Masse ein- 
ander polarimetrisch sehr nahe stehen und auch analytisch 
wenig differieren. Nach der Abscheidung der Produkte aus 
diesen alkoholischen Lésungen mit Hilfe von Ather erhilt man 
bei geeigneter Arbeit kérnig-krystallinische Kérper, die nacli 
den reinigenden Umfillungen spezifische Drehungen von etwa 
— 78° bis etwa —88,9° besitzen. Entsprechend diesem Inter- 
vall der optischen Drehung ist die analytische Zusammen- 
setzung sowie auch die MolekulargréBe der aus der Umfillung 
hervorgegangenen Reinprodukte recht verwandt, so daB man 
in diesen Fraktionen immerhin die gleiche chemische Substanz 
suchen kann. 

Die in Alkohol weniger leicht léslichen Anteile der Kin- 
dampfmasse, die somit erst spiiter in Lésung gehen, ergeben 
nach der analogen Umfillung Produkte von einer héheren 
absoluten Drehungszahl. Als Héchstdrehung erhielten wir 
—101,4°. Die analytische Zusammensetzung dieses Produktes 
ist auch abweichend von jener der leichter léslichen Frak- 
tionen. Die weitere alkoholische Behandlung der Eindampf- 
masse ergibt keine definierbaren Kérper mehr, und auch in 
ihrem iuBeren Habitus weichen sie von den vorigen ab. Sie 
sind dunkler gefirbt und geben bei der Umfillung weniger 
schéne und kérnige Produkte. 

Die Analyse der Fraktion von der Drehung — 76,92°, die 
in einem Vorversuch dargestellt wurde, ergab ein fiir Oxy- 
prolylalanin stimmendes Resultat. Die gefundenen Werte be- 


r | 
trugen C = 47,26 %/, H = 6,50 9/, N = 18,45 %,. 


Demgegeniiber die fiir C,H,,N,O, berechneten: 
C = 47,509, H=6,989, N= 13,86%. 


Dieses Produkt sowie auch die im Hauptversuch dargestellten 
alkoholischen Fraktionen gaben keine Blaufirbung mit Nin- 
hydrin, ebensowenig ein blaugefirbtes Filtrat nach dem Kechen 
mit frisch gefilltem Kupferoxyd und enthielten keinen Amino- 
stickstoff. Dieses Verhalten konnte man bis auf die negative 
Reaktion mit Kupferoxyd mit Oxyprolylalanin in Kinklang 
bringen. Merkwiirdig war jedoch der Umstand, daf kein 
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Kupfersalz entstanden ist. Unsere Aufmerksamkeit wurde 
dadurch auf die MolekulargréBe dieser Kérper gelenkt. Da 
sie leicht wasserléslich sind, konnte man die kryoskopische 
Methode anwenden. Die Bestimmung ergab fiir die im 
Exsiccator tiber Schwefelsiiure getrocknete Fraktion J] A des 
Hauptversuches von der spezifischen Drehung —78,2° M = 808, 
in ausgezeichneter Ubereinstimmung mit der berechneten Mole- 
kulargréBe 
4(C,H,,N,0,) = 808,68. 

Folglich liegt in diesen Koérpern ein Polymerisat des Oxy- 
prolylalanins vor, wodurch sich das Ausbleiben des blauen 
Hiltrats nach der Behandlung mit Kupferoxyd vielleicht er- 
kliren laBt. 

Wenn man diese Substanz vor der Verbrennungsanalyse 
im Vakuum bei 100° erhitzt, so erhalt man wasseriirmere 
Produkte, indem das 4fach polymerisierte Produkt 1—3 Mole- 
kiile Wasser abspaltet. Die einzelnen Analysen sind im experi- 
mentellen Teil angefiihrt. Die Ergebnisse entsprechen bei der 
nur im Exsiccator getrockneten Fraktion dem 4fach poly- 
merisierten Produkt, bei den im Vakuum bei 100° vorerhitzten 
Proben den erwihnten anhydridischen Formen. 

Allein nur die Fraktionen, deren optische Drehung in 
Intervall — 76,92° bis — 88,88° liegt, kénnen mit dem poly- 
meren QOxyprolylalanin in Einklang gebracht werden. Die 
Fraktion dagegen, deren Drehungswert —101,4° betrug, die 
durch Alkohol erst ausgezogen wurde, nachdem die Fraktionen 
von der geringeren absoluten Drehungszahl bereits in Liésung 
gingen, nimlich Fraktion Il des Hauptversuchs, stimmten mit 
einem polymeren Oxyprolylalanin analytisch nicht iiberein. Die 
Berechnung zeigt, daB man fiir diesen Fall als Polymerisat 
ein Gemisch von 1 Mol. (Oxyprolylalanin) + 3 Mol. (Oxyprolyl- 
glycin) annehmen mu8, oder aber die 4fache Additions- 
verbindung von (1 Oxyprolylalanin + 3 Oxyprolylglycin). Die 
Analyse ergibt zufriedenstellende Werte fiir 4 (1 Oxyprolyl- 
alanin + 3 Oxyprolylglycin) —3H,O. Die weiteren Fraktionen 
wurden nicht analysiert, da ihr Reinheitsgrad noch un- 
befriedigend war. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXXI, 16 
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Die Molekulargewichtsbestimmung wurde auch mit der 
Fraktion von der optischen Drehung — 88,88° ausgefiihrt und 
die Zahl 800 erhalten, also in bester Ubereinstimmung mit 
der Fraktion von der Drehung — 78,2°. 


Die Hydrolyse dieser Produkte wurde zwar begonnen, 
jedoch nicht zu Ende gefihrt.") Das mit Barythydrat von der 
Schwefelsiiure befreite Hydrolysat lieferte nach dem Verdampfen 
im Vakuum einen Riickstand, der nach der Methode Dakins 
mit Normalpropyialkohol extrahiert wurde, um das Oxyprolin 
zu lésen. Wir gewannen auf diese Weise einen Auszug, nach 
dessen Verdampfen ein Riickstand verblieb, der in seinen Eigen- 
schaften dem Oxyprolin entsprach. Er besaB einen bitteren 
Geschmack mit siiBlichem Nachgeschmack und gab ein in 
Alkohol unlésliches Kupfersalz. Der im Propylalkohol un- 
lésliche Anteil dagegen schmeckte rein siiB. An diesem Punkte 
muB die weitere Untersuchung fortgesetzt werden. 


Wir haben Versuche ausgefiihrt, um zu entscheiden, ob 
diese polymeren Ké6rper nicht den Charakter von Dioxo- 
piperazinen besitzen. Diesem widerspricht jedoch das Ver- 
halten gegeniiber Titrierlauge. Es stellte sich nimlich heraus, 
daB 84°/, der bei Verwendung von Phenolphthalin als Indi- 
cator maximal gebundenen n/10-NaOH-Menge sofort gebunden 
werden, der Rest von 16°/, dagegen sehr langsam. Line 
definitive Antwort auf die Frage des Laugebindungsvermégen 
kann nur eine statische Methode geben; so viel jedoch kénnen 
wir aus der Titration entnehmen, daB der Léwenanteil der 
Carboxylgruppen in sofortiger Bindungsbereitschaft befindlich 
sein muBb, welcher Umstand mit einem Dioxopiperazincharakter 
nicht im Kinklang steht. AuBerdem widerspricht die Existenz 
der polymeren wasserhaltigen Form der Annahme von Diketo- 
piperazinen. 

Soviel wir bis jetzt gesehen haben, wird ein solches Poly- 
merisat durch die maximale Bindung von Lauge in seinem 
Wesen nicht veriindert, denn nach der Regeneration der Sub- 





1) Vgl. FuBnote S. 234. 








ee 
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stanz aus dieser alkalischen Lésung wird die urspriingliche 
Drehung nahezu beibehalten. Uberschiissige Laugemengen 
wirken dagegen einerseits depolymerisierend und hydrolytisch, 
andererseits auch racemisierend. 

Bei der Depolymerisation miiBte das der Polymerisation 
zugrunde liegende Dipeptid entbunden werden. ‘Tritt jedoch 
zugleich Hydrolyse ins Spiel, dann werden wir ein Gemisch 
des Dipeptids mit den entsprechenden Aminosiiuren erwarten 
miissen. Kin Depolymerisationsversuch mit Barythydrat bei 
37° zeigte uns an, daB aus dem Gehalt des Reaktionsproduktes 
an N und Amino-N, ferner aus der Molekulargewichtsbestimmung 
ein primirer Zerfall des Polymerisates in das Dipeptid nicht 
unmittelbar zu entnehmen ist. Will man nicht zur Annahme 
schreiten, daB das Polymerisat in direkter Weise in die beiden 
konstituierenden Aminosiuren Oxyprolin + Alanin zerfallt und 
daB auf diese Weise ein Gemisch des noch unveriinderten 
Polymerisates mit den letzteren gebildet wird, so muf man 
sich zur Ansicht entschlieBen, dab das aus der Depolymerisation 
hervorgegangene Dipeptid durch das Baryt rascher hydrolytisch 
zerlegt, als es aus dem Polymerisat nachgebildet wird: 





Polymerisat ——,>7~> Dipeptid —ygqqv7” Aminosiiuren 


langsam rasch 


In diesem Falle diirfen wir die Zwischenphase des Dipeptides 
aus unserer analytischen Berechnung auslassen und nur die 
Anwesenheit der Ausgangs- und SchluBphase in Betracht ziehen. 
Nur bei dieser Rechnung finden wir eine einigermaBen be- 
friedigende Ubereinstimmung zwischen den 3 VersuchsgréBen: 
Molekulargewicht, Gesamt-N und Amino-N, und zwar unter 
der Annahme, da von 11 Molekiilen des Polymerisats (Mol.- 
Gew. 754, d.h. 4(Oxypropylalanin) - 3H,O) 5 Molekiile in je 
20 Mol. Oxyprolin + Leucin zerfallen, indes 6 Molekiile un- 
verindert bleiben. D.h. es zerfiel unter unseren Versuchs- 
bedingungen und in der eingehaltenen EKinwirkungszeit die 
kleinere Hilfte, indes die gréBere unverindert geblieben ist. 
Die berechneten und gefundenen Werte einander gegeniiber- 


gestellt, ergibt sich folgendes: 
16* 
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Ber. Gef. 
Mol-Gew.. 6. « & w= « 194 171,6 
Gesamt-N. . . ... . 13,83 °/, 14,22 °/, 
Amimo-N. . 1. 1 sw 3,16 °/, 3,25 °/, 


Durch weitere Versuche soll gepriift werden, ob die Aufspaltung 
des Polymerisates zum Dipeptid dennoch erméglicht werden 
kann. Gegenwirtig betrachten wir die polymere Struktur gerade 
eines Dipeptids als Arbeitshypothese, die jedoch, falls sie nicht 
etwa durch sekundire Wirkung des Essigsiureanhydrids aut 
irgendwelche primire anhydrolytische Spaltprodukte der Ge- 
latine entstanden ist, viele Erscheinungstatsachen zu deuten 
gestatten wiirde. 

Wenn wir der Bildung des Polymerisats die Beteiligung 
des Dipeptids in seiner tautomeren Form?) zugrunde legen, 
nimlich 

OH—— OH COOH 
pans 
a a a —N——-CH - CH; : 
NH | | 
so gelangen wir durch eine 4fache Kondensation zum Poly- 
merisat. 








Fig. 1. 


*) T. B. Robertson, Physikal. Chem. d. Proteine, Dresden 1912 
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Diese polymere Struktur ist vorliufig noch ohne Wasser- 
abspaltung entstanden und kénnte unserer Fraktion von 
(«|p = — 76,92° entsprechen. Den um 3 Mol. H,O-irmeren 
FKormen aber gibt das Formelbild Ausdruck, Wir bemerken 


CH 


J, CH:CH 
GO CH 9--—--—1Wasseraulmo/me 


2 ema 2 Depolymerisction 





a 
3 


3 Mydrolyse 





zugleich, daB in diesem Polymerisat 4 Diketopiperazinkomplexe 
vorbereitet sind. Die Strukturforme!l besitzt 3 Stellen der 
Spaltbarkeit. Stellen 1 sind bei einem Riickgang der soeben 
erwahnten Entwisserung zuginglich, Stellen 2 der Depolymeri- 
sation und Stellen 5 der gewdhnlichen Hydrolyse von Pep- 
tiden. Eine Kombination der Spaltungen 1, 2 und 3 wird 
das Molekiil den Endbausteinen entgegenfiihren. Dieser Fall 
entspricht z. B. der oben beschriebenen Behandlung mit Baryt- 
hydrat. Stellen wir uns die Spaltung lediglich an Stellen 2 
vor, so gelangen wir zu einem Diketopiperazin. Die Ent- 
stehung dieser Produkte aus der Gelatine bei der tryptischen 
Wirkung wurde von Levene und Wallace?) beschrieben. 
Doch sind die Bedingungen fiir die Bildung dieser Produkte 
der partiellen EiweiShydrolyse noch ganz unerforscht. Sind 
die EiweiSkérper in der Tat dem obigen Bau entsprechende 
chs amaaniabit dann wire die Entstehung der Diketopiperazine 


1) Diese Zs. Ba. 47, S. 148 (1906). 
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in der Weise erklirbar, da’ die Spaltung an den Spalten 2 
mit der gréBeren Geschwindigkeit verliuft und 1 sowohl als 
auch 3 hinter ihr bedeutend zuriickbleiben. Es steht im 
Rahmen der Méglichkeit, daB dieses Zuriickbleiben der Spal- 
tungsgeschwindigkeit an der Stelle 3, d. h. am Orte der fermen- 
tativen Hydrolyse, der Verfestigung der anhydridischen Bindung 
in 1 zu verdanken ist. 

Es sei nochmals betont, daB wir unsere Auffassung bis 
zum weiteren Ausbau der Versuche nur als Arbeitshypothese 
ansehen. Heute wissen wir auf Grund unserer Versuche, dab 
polymere Derivate von Peptiden existieren. Der Nachweis ist 
jedoch erst zu erbringen, daB sie primire Bestandteile der 
Gelatine darstellen. Es spricht viel dafiir, da& dies der Fall 
ist. Zur sekundiiren Kondensation dieser polymeren Gebilde 
wiire ja die primiire hydrolytische Entstehung des zugehoérigen 
Monomeren, z. B. der in Frage stehenden Dipeptide, erforder- 
lich. Eine hydrolytische Wirkung des Essigsiureanhydrids ist 
aber nicht anzunehmen. Folglich miiften wir uns, falls die 
Polymerisation trotzdem der sekundiiren Wirkung des Essig- 
siitureanhydrids zugeschrieben werden sollte, die Entstehung 
jener Monomeren durch anhydrolytischen Abbau _vorstellen. 
In diesem Falle jedoch kénnten wir uns die urspriingliche 
Struktur der Gelatine doch wiederum nur als ein Polymerisat 
dieser anhydrolytischen Spaltstiicke denken, und folglich hérte 
die Annahme einer Riicksynthese unter der Wirkung des Essig- 
siureanhydrids auf sinngeméB zu sein. Denkbar wire aller- 
dings, daB eine Riicksynthese gewisser primarer anhydrolytischer 
Produkte in abweichender Form verliuft, und daB auf diese 
Weise ein Umbau stattfindet. 

Wie Bergmann und Ensslin!) gefunden haben, entsteht 
bei der Behandlung von Glycylserinanhydrid mit Essigsiure- 
anhydrid ein allomeres Produkt, das von den Autoren als ein 
Polymeies dieser einfachen Verbindung aufgefaBbt wird und das 
in Phenol oder Resorcin gelést wieder in das Monomere zer- 
fillt. Danach kénnte man auch in unserem Falle an einen 
sekundiren Wiederaufbau durch Essigsiiureanhydrid denken 


1) Liebigs Ann. der Chem. Bd. 448, 8. 38 (1926). 
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Abgesehen vom zuvor erhobenen Bedenken gegen die 
Stichhaltigkeit einer solchen Annahme gibt es noch weitere 
Anhaltspunkte dafiir, daB in der Gelatine wirklich Komplexe 
von der Natur unserer Polymerisate sich kolloiden Mizellen 
assozileren'), d. h. daB die ersteren die Rolle von ,,chemischen 
Hinheiten“, neben weiteren, von uns noch nicht aufgefundenen 
ihnlichen EKinheiten, itibernehmen. Die von uns festgestellte 
,chemische Einheit“ besitzt in waBriger Lésung eine Molekular- 
erdBe von rund 800. Angenommen, daB die iibrigen EKinheiten 
Molekiile der gleichen GréBenordnung besitzen, und eingedenk 
der erwihnten Tatsache, daB Hitze auf die Gelatine desasso- 
ziierend einwirkt, kénnen wir den von Paal gemachten Befund 
verstehen, wonach das Molekulargewicht der Gelatine in sieden- 
dem Wasser 900 betrigt. Es kénnte dem Mittel aller che- 
mischen Einheiten entsprechen, die zur Gelatinemizelle unter 
dem EKinfiuB physikalischer Krifte zusammentreten. 

Ferner miége mitgeteilt werden, daf nach wiederholten 
Befunden von Dr. Kurt Mayer im hiesigen Institut elektro- 
dialytisch gereinigte Gelatine keine Ninhydrinreaktion zeigt, 
ein Verhalten, das jenem unserer ,,Kinheiten“ konform ist. 

Endlich werde noch hervorgehoben, daB weitaus in der 
Mehrzahl der untersuchten Fille die Produkte der partiellen 
Hydrolyse von Proteinen Dipeptide oder deren Anhydride dar- 
gestellt haben. Auch dies kann nicht auf Zufall beruhen. Es 
scheint, daB die ,chemischen Einheiten“ der KiweiSkérper in 
allgemeiner Weise durch Polymerisation gerade von Dipeptiden 
zustande kommen, in die sie bei der Partialhydrolyse leicht 
zuriickgebildet werden. Danach hitten wir in den Polymeri- 
saten einfacher Peptide (Dipeptide) die Bildung einer ,,che- 
mischen EHinheit“ zu suchen. Ein Multiplum der letzteren 





') Der Ausdruck ,,Aggregation“ wird hier eigens vermicden, da er 
in der Kolloidchemie eine Vereinigung bestehender Kolloidteilchen zu 
hdéheren Aggregaten (z. B. der Primirteilehen zu den Sekundirteilchen 
usw.) unter Verminderung des Dispersititsgrades bedeutet. Die ,,Asso- 
ziation: aber mdge fiir jenen Fall reserviert bleiben, in dem kolloide 
Gebilde durch Zusammentreten von ,,chemischen Einheiten“ entstehen, 
in die sie wieder zerfallen (,,desassoziieren“) kénnen, wobei der Kolloid- 
zustand ganz oder teilweise verloren geht. 
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(worunter sich chemisch differente befinden kénnen) fiihrt asso- 
ziativ zu kolloiden Mizellen, die sich ihrerseits zu héheren 
kolloiden Aggregaten aggregieren kénnen. Polymerisate, 
Assoziate und Aggregate wiirden danach den Weg dar- 
stellen, der zu den natiirlichen Formen der Proteine fiihrt. 
Andererseits ware die Wirkungsweise der ,,proteolytischen Fer- 
mente“ zunichst in der Desaggregation, Desassoziation und 
Depolymerisation zu suchen, denen sich die hydrolytische Spal- 
tung anzuschlieBen hat, um die Endbausteine der Proteine 
hervorzubringen.') 


Versuche. 


1. Einwirkung von Essigsaureanhydrid auf Gelatine und 
Fraktionierung des Reaktionsproduktes. 


50 g Silberdruckgelatine wurden mit der 5 fachen Gewichts- 
menge Hssigsiureanhydrid zuniichst 16 Stunden hindurch bei 
gewohnlicher Temperatur aufbewahrt, dann auf einem Heib- 
lufttrichter zum langsamen Sieden unter Riickflu8 erhitzt und 
1 Stunde lang in diesem Zustande erhalten. 

Nach dem Abdampfen des Anhydrids unter Minderdruck 
verblieb ein dunkler sirupéser Riickstand, der mit siedendem 
Alkohol zir Auflésung gebracht wurde. Nach dem Erkalten 
der alkoholischen Lésung im Kisschrank trat eine braune, 
sirupdse Ausscheidung auf, von der abdekantiert wurde: 


Alkoholische Lésung + Ausscheidung $ 


mit Ather zur 
Fallung | gebracht 


Fillung I + Lésung I. 


Die mit Ather erhaltene krystallinische Fallung I wurde 
in zwei getrennten Fraktionen erhalten, die beide in Chloroform 
gelist wurden. Diese Liésungen wurden sodann mit iiber- 
schiissigem Petrolither gefallt und auf diese Weise die beiden 





1) Durch die Erdbebenkatastrophe vom 11. Juli d. J. wurde das 
Institut fiir Biochemie und Kolioidchemie véllig verwiistet. Aus diesem 
Grunde sehen wir uns zu dieser Mitteilung in einem friiheren Stadium 
der Versuche veranlaBt, als es urspriinglich unsere Absicht war. 
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krystallinischen Fraktionen IA und IB (daneben eine Rest- 
fraktion R) erhalten: 
Fillung I 


Y 
[A+IB+R. 


Aus der Ausscheidung S konnten noch weitere krystalli- 
nische Fraktionen gewonnen werden. Zu diesem Zweck wurde 
sie mit je 50—60 ccm siedendem Methylalkohol wiederholt 
ausgezogen. Die methylalkoholischen Ausziige wurden jedes- 
mal mit Ather gefillt und die Ausscheidungen rasch abgesaugt 
und in einem Exsiccator getrocknet. Dieses rasche Arbeiten 
ist bei simtlichen Produkten geboten, da sie wiihrend des Ab- 
saugens auf der Oberfliichenschicht leicht Wasser anziehen 
und sich dabei dunkel fairben. Kinmal gut getrocknet, ist 
dieser hygroskopische Charakter weniger auffallend. Sind 
einige dieser iitherischen Fallungen sirupés zur Ausscheidung 
gelangt, so wurden sie aus der Chloroformlésung mit Petrol- 
ather nochmals umgefillt. 

Auf diese Weise wurden aus der Ausscheidung 8 zwei 
gréBere Fraktionen I und II noch mehrere (etwa 8) kleinere 
dargestellt. [A und IB unterscheiden sich somit von den 
Fraktionen I und II vor allem durch ihre gréBere Léslichkeit 
in Athylalkohol. 

SchheBlich wurde die urspriingliche Ausscheidung S mit 
Methylalkohol erschépft, so daB sich nur geringe Spuren bei 
einer weiteren Extraktion mit letzterem aufgelést haben. Der 
verbleibende dunkle harzige Riickstand wurde in hei8em Chloro- 
form aufgelést und die Lésung mit Petrolither gefallt. Ks 
entstand eine recht kérnig beschaffene, schwarzbraune Aus- 
scheidung (Ausscheidung X). 

Die gesammelten methylalkohol-atherischen Mutterlaugen, 
sowie die chloroform-petrolitherischen, enthalten noch weitere 
Produkte der Behandlung der Gelatine mit Essigsiureanhydrid. 
Sie wurde im Vakuum eingedampft, der dunkle sirupése, nach 
Kssigsiureanhydrid riechende Riickstand mit Alkohol zur Lé- 
sung gebracht und die Lésung nochmals verdampft. Die wib- 
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rige Lésung dieses Produktes gibt mit Phosphorwolframsiure 
einen starken Niederschlag, enthalt also die basischen Bestand- 
teile, die dem Abbau der Gelatine entstammen. 


2. Reinigung und Eigenschaften der einzelnen Fraktionen. 


Zur Reinigung der Rohfraktionen empfiehlt sich die Me- 
thode der Umfallung aus heiBem Alkohol mit Ather. Am 
besten verfihrt man, wenn man die alkoholische Liésung in 
iiberschiissigem Ather unter lebhaftem Umrihren allmihlich 
oder in diinnem Strahl einflieBen lift. Man erhilt auf diese 
Weise recht harte, kérnige Massen, die sich ausgezeichnet ab- 
saugen und mit Ather auswaschen lassen. Sirupis ausfallende 
Anteile erstarren beim Stehen gleichfalls zu harten Massen, 
deren oberflichliche Schichte dunkel gefirbt ist, indes die 
unteren Partien hell bleiben. 

Ausbeuten (aus 50 g Gelatine): 


Fraktion IA. ...... +. . Gewicht 3 g 
ne a a ae me 2,4 g 
Restirakiion RB. ww kt lt lt ss ¥ 1,2¢ 
ae a a er . 8,0 g 
“a Be seit gr cet Lee Pe eg ig m 2,42 
Fraktionen TI—VIUI. . . . . . " 4,6 ¢ 
Ausscheidung X ...... . " 7,8 ¢ 
29,4 g 


In Summa wurden bei der Zerlegung der Gelatine 29.4 ¢ 

gung ye 
Substanz erhalten, also rund 60°/, des lufttrocknen Ausgangs- 
produktes. Der Rest verblieb in den erwihnten Mutterlaugen. 


Zersetzungspunkte und Léslichkeiten. 
Die unkorrigierten Zersetzungspunkte betrugen 


fiir Fraktion I ab 178° 
‘a em I] = 960" 
7) 33 IA $9 178°. 


Die iibrigen Fraktionen verhalten sich analog. Samtliche 
Produkte sind in Wasser bereits in der Kialte leicht léslich, 
ebenso in Alkohol und Methylalkohol. Ather fillt diese 
Lisungen. Die Léslichkeit in Essigester ist nicht merklich. 

Kine Ausnahme bildet die Ausscheidung X, die sich nur 
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schwer in kaltem Wasser, in den alkoholischen Solvenzien gar 
nicht lést. In Chloroform lést sie sich, besonders in der Hitze 
(Petrolather fallt). 

Kochen der Fraktionen mit Wasser fihrt zu ihrer lang- 
samen Verinderung unter Flockenbildung und muB vermieden 
werden. 

Chemisches Verhalten. Simtliche Fraktionen geben 
eine starke Pyrrolreaktion beim Erwiirmen und fiirben einen 
in die sich entwickelnden Dampfe gebrachten mit HC! be- 
feuchteten Fichtenspan intensiv rot. Mit Ninhydrin geben 
sie keine Reaktion, wohl nach der Behandlung mit heifer 
Siure und Neutralisation der Lésung. Die Biuretreaktion war 
negativ. Mit frisch gefilltem Kupferoxyd entstehen nach 
dem Kochen keine blauen Filtrate. Auch nach der Be- 
handlung der Fraktionen mit heifer Alkalilauge, Natrium- 
athylat bzw. -amylat gibt die neutralisierte Lisung eine deut- 
liche Ninhydrinreaktion. 

Zur Priifung auf Acetylgehalt wurden Proben der Frak- 
tionen (1 g) mit 20°/,iger Salzsiure 1 Stunde hindurch ge- 
kocht und die entstandene Lésung iiberdestilliert. Das schwach 
alkalisch gemachte Destillat wurde auf dem Wasserbade ein- 
geengt und der Riickstand 3 Proben unterworten: 

a) Kakodylprobe mit festem As,O,; 

b) Behandlung der genau neutralisierten Lésung des Riick- 
standes mit einer gleichtalls neutralen HeCl,-Lésung; 

c) Essigesterprobe mit konzentrierter H,SO, und Alkohol. 

Alle Proben fielen negativ aus, so daB von nachweisbaren 
Mengen Acetyls in den gepriiften Fraktionen nicht die Rede 
sein konnte. 


Optisches Verhalten der Fraktionen. 

Da die Lésungen der Produkte braun gefirbt sind, so 
mu8te ihre polarimetrische Bestimmung in ziemlich ver- 
diinntem Zustande vorgenommen werden (Halbschattenapparat 
von Schmidt und Haensch mit spektraler Zerlegbarkeit der 
elektrischen Lichtquelle). Alle Drehungsangaben beziehen sich 
auf ein 1-dm-Robhr. 
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20 
Peexionen wei — in Sond i ee 
Fraktion IA .... . 0,4092 — 0,32 — 78,2 
a tS SG ae 0,4088 — 0,24 - soa 
Restfraktion R . .. . 0,4000 — 0,32 — 80,0 
Puiliien 2... Ss, 0,3600 — 0,32 — 88,88 
a ae sa: axe gees 0,3744 — 0,38 — 101,4 


Bei einer anderen Darstellung wurde fiir die Hauptfraktion 
(Fraktion I) folgendes Resultat gefunden: 


in 0,945°/, iger Lésung a = — 0,41° [a]2° = — 86,7°% 


3. Analysen und Molekulargewichtsbestimmungen. 


Zur Analyse gelangten folgende Fraktionen: 
a) Kine Fraktion von [e¢]j° = — 76,92° 
Kin besonders Vorerhitzen dieser Analysenprobe im 
Vakuum erfolgte nicht. Die Substanz war exsiccatortrocken. 
4,360 mg Substanz gaben 7,555 mg CO, und 2,535 mg H,0. 
4,125 mg si » 0,51 eem N bei 717 mm 17% 
Gef. 47,269, C 650°, H 13,45%/, N 
Ber. fiir Oxyprolylalanin C,,H,,N,O, (= 202,17) 
47,50 6,98 13,86. 
b) Eine Fraktion (1 A) von [e@]j” =— 78,2° 
Die Probe wurde im Vakuum bei 100° unter Gewichts- 
verlust vorgetrocknet. 
4,145 mg Substanz gaben 7,800 mg CO, und 2,405 mg H,O. 
4,050 mg ia » 0,545 cem N bei 719 mm 20°. 
Gef. 51,83 °/, C 6,49 °F, H 14,56°/, N 
Ber. fiir 4(C,H,,N,O,)—3 H,O = C,,H.,N.0,, (= 754,63) 
50,91 6,68 14,85. 
c) Kine Fraktion (I) von [@]5° = — 88,88°. 
Die Probe wurde im Vakuum bei 100° vorgetrocknet. 


4,385 mg Substanz gaben 7,700 mg CO, und 2,420 mg H,0O. 
3,960 mg ™ » 0,54 ecm N bei 719 mm, 24°. 
Gef. 48539, C 6,179, H 14,48°/, N 
Ber. fiir 4(C,;H,,N,O,)H,O = C,,H;,N,0,, (= 790,66) 
48,59 6,88 14,18, 
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d) Eine Fraktion (II) von [a@]j° =— 101,4°% 
Vorerhitzen der Probe im Vakuum erfolgte bei 100°. 
4,040 mg Substanz gaben 7,295 mg CO, und 2,310 mg H,O 
3,985 mg - » 0,57 cem N bei 719 mm, 25°. 
Gef. 49,269, C 640% H  15,54°/, N 
Ber. fiir (1 Oxyprolylalanin + 3 Oxyprolylglycin) — 3H,O, d. h, 
C,,H,,.N,0,, (= 712,61) 


48,86 6,22 15,73. 


Molekulargewichtsbestimmungen (Substanzen exsic- 
catortrocken). 
a) Der Fraktion (I A) von [e@]j” = — 78,2°. 
0,9365 g Substanz in 20 cem H,O. 4 = 0,110° (kryoskopisch). 
M = 100 =X ~ gos. 
20 X 0,11 


Ber. fiir 4(C,H,,N,O,) = 808,68. 


b) Der Fraktion (1) von [e@]5° = — 88,88". 
0,9000 g Substanz in 20 cem H,O. 4 = 0,105°. 
M = 800. 


4. Laugebindung und Veranderung durch Lauge. 
0,9 g Substanz der Fraktion I wurden in 50 ccm }),, n- 
NaOH geldst, die Lésung auf 100 ccm verdiinnt und die Lauge- 
bindung durch Riicktitration gegen Phenolphthalein ermittelt. 
Fiir 1 g Substanz berechnen sich als gebundene Mengen yon 
n/10-ccem die folgenden: 


nach 0 Stunden (sofort) 31,66 


oe 32,22 

3 i" 83,33 
, 44 - 36,66 
, 68 “. 37,77 
, 92 , 37,77 


Somit wurden 84°/, der maximalen Menge (wohlgemerkt 
maximal in Gegenwart Phenolphthaleins) im ersten Augenblick 
gebunden und der Rest nur zégernd. Folglich miissen jene $4°/, 
durch freie, bindungsbreite Carboxylgruppen gebunden worden sein. 

Fiigt man zur Lésung der Substanz so viel Lauge zu, als 
die eben zu binden vermag, so wird sie keinen merkbaren 
Veriinderungen unterworfen. Bei 5 tagigem Aufbewahren einer 
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solchen Lésung von 1 g Substanz + 37,8 ccm n/10-NaOH bei 
37° entstand ein kaum wiigbares Sediment. Nach dem Ver- 
dampfen der mit Salzsiure genau neutralisierten Lésung wurde 
der Riickstand mit Methylalkohol ausgezogen, die Lésung in 
letzterem mit Ather gefallt und die Umfillung noch zweimal 
wiederholt. Das im Exsiccator getrocknet gefillte Produkt 
gab weder die Ninhydrinreaktion, noch ein blau gefirbtes 
Filtrat nach dem Kochen mit frisch gefalltem Kupferoxyd. 

Auch die optische Drehung blieb der GréBenordnung noch 
erhalten: 

0,1111 g Substanz in 25 cem H,O geldst, gaben: 

a =— 0,33° entsprechend [«]3° = — 75° gegen — 80° des Aus- 
gangsproduktes. 

Dagegen treten starkere Veriinderungen ein, sobald man 
zur Lésung dieser polymeren Stoffe gréBere Mengen freien 
Alkalis gibt. Eine 1°/,ige Lésung der gleichen Substanz in 
Normalalkali zeigte folgende Drehungsiinderung in Kindezi- 
meterrohr. 


Zeit ¢= O Stunden — 0,74° 
te 1 , — 0,74° 
t= 2 , — 0,70° 
t= S*), ,, — 0,66° 
t= 41), ,, — 0,58° 
¢t = 22 nm — 0,20° (sehr getriibt) 


Depolymerisation durch Barythydrat. 

3 g Substanz von [a|5° = — 86,7° wurden 2 Tage hin- 
durch bei 37° mit kaltgesittigter Barytlauge aufbewahrt und 
nach Ablauf dieser Zeit das Barium mit Schwefelsiure genau 
ausgefallt. Nach dem Verdampfen des Filtrats bei 40° im 
Vakuum verbleibt ein sirupéser Riickstand, der beim innigen 
Verreiben mit absolutem Alkohol krystallinisch wird. Die 
wiBrige Lésung dieses hygroskopischen Produktes gibt eine 
relativ schwache Ninhydrinreaktion. Zur Analyse und Mole- 
kulargewichtsbestimmung wurde die bei 60° im Vakuum vor- 
getrocknete Substanz beniitzt. 

a) N-Bestimmung: 4 ccem einer 3,252°/,igen Liésung 
verbrauchen nach Kjeldahl 13,20 ccm n/10-NaQOH, ent- 
sprechend 14,22°/, N. 
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b) Amino-N (van Slyke) 0,5 com der gleichen Lisung 
geben 0,505 ccm Gas bei 699 mm 27° entsprechend 3,25°/, 
Amino-N. 

c) Molekulargewicht: 0,6504 g Substanz in 20 ccm 
H,O; 4 = 0,360° (kryoskopisch). = 171,6. : 

d) Optisches Verhalten. Hine 3,252°/ ige Lisung gibt 
(1-dem-Rohr) «@ = — 1,14°; [a@]p° = — 35,05 


Depolymerisationsversuch mit der Ausscheidung X. 

3 g des Produktes wurden mit 15 ccm Normalnatronlauge 
klar gelést und die Lésung 4 Tage hindurch bei 37° aut- 
bewahrt. Nach dem Verdampfen der neutralisierten Liésung 
im Vakuum hinterbleibt ein in Wasser im Gegensatz zum 
Ausgangsprodukt leicht léslicher briunlicher Sirup, dessen 
Lésung eine deutliche Ninhydrinreaktion zeigt. Dieser Sirup 
lést sich in Methylalkohol leicht auf, aus dessen Liésung zur 
Reinigung mehrere Male mit Ather umgefillt wurde. Die nach 
der Umfallung hell gefairbte Substanz fairbt sich beim ‘Trocknen 
im Exsiccator dunkel. 

Zur Analyse wurde das im Vakuum bei 60° vorgetrocknete 
Produkt verwendet. | 

a) N-Bestimmung: 2 ccm einer 5,7°/,iger waBriger Lé- 
sung verbrauchen 9,95 ccm n/10-Siure nach Kjeldahl, ent- 
sprechend 12,20°/, N. 

b) Amino-N (nach van Slyke): 1,40 ccm der gleichen 
Lisung geben 0,925 com Gas bei 691 mm 20°. Entsprechend 
1,20°/, Amino-N. 

c) Optische Drehung. Kine 0,5°/,ige Lésung_besitzt 
a = — 0,28°; folglich ist [@]i° = — 49,2°. 

d) Molekulargewicht. 1,1400 g Substanz in 20 cc 
H,O. dA = 0,70° (kryoskopisch) M = 154,7. 

Aschegehalt. Die Substanz enthilt 1,78°/, NaCl. 











Uber einige Derivate des Tetramethylendiamins, 
Pyrrolidins und der 7-Aminobuttersdure. 


Von 


Werner Keil. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Wiirzburg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 26, August 1927.) 


Vor einiger Zeit haben Dudley und Thorpe?) gezeigt, 
da8 bei der Einwirkung von Methylamin auf d0-Jod- bzw. 
-Brom-n-butylamin unter Ringschlu8 Derivate des Pyrrolidins 
entstehen, wihrend bei der Verwendung von N-Benzoyl-d-jod- 
n-butylamin kein RingschluB eintritt, sondern sich methyliertes 
Tetramethylendiamin bildet. Ich habe nun gefunden, daB das’ ff 
6-Jod-n-butylamin als Hydrojodid sich ahnlich verhialt, 
wie das von von Braun?) zur Identifizierung von primiren, 
sekundéren und tertiiren Basen vorgeschlagene 1,5-Dibrom- 
pentan (bzw. 1,4-Dibrom-butan). Nur gewinnt man bei der 
Verwendung von 0-Jod-n-butylamin (II) an Stelle von Jj 
1,5-Dihalogen-pentan [bzw. 1,4-Dihalogen-butan (I)] den wesent- 
lichen Vorteil, daB von den primiéren und sekundiren Aminen 
nicht nur ein Drittel oder die Hialfte, sondern bei primiren 
Basen die Hilfte und bei sekundiren die gesamte Menge zur 
Bildung des gewiinschten Ringkérpers verwendet wird, wie aus 
den folgenden Formeln hervorgeht: 





Br-(CH,],-Br + 3R-NH, = (CH,], > N-R + 2NH,-R, BrH; p 
I. Br-[CH,],-Br + 2R,NH =[CH,], > NR,-Br + R,NH, HBr; 


Br-[CH,],-Br + 2R,N = Br-(R,)N-[CH,],N(R,)-Br. 


!) Biochem. Jl. Bd. 19, 8. 884 (1925). 
*) Chem. Ber. Bd. 41, S. 2156 (1908). 
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J-(CH,],-NH,, HJ + 2R-NH, = (CH,), > N-R + NH,J + R-NH,-+HJ; 
Il. J-[CH,],-NH,, HJ + R,NH =([CH,], > NR,J + NH,J; 
J-[CH,],-NH,, HJ + R,N = J-R,N-[CH,],-NH,, HJ. 


Kin Vorteil bei der Verwendung von 6-Halogen-n-buty]l- 
amin gegeniiber Dihalogeniden, welche von Braun benutzte, 
liegt noch in der leichten Léslichkeit seiner halogenwasserstoff- 
sauren Salze in Wasser. 


Da mich die einseitig methylierten Derivate des Tetra- 
methylendiamins in Riicksicht auf biologische Fragestellungen 
interessierten, habe ich das Verhalten von primiiren sekundiren 
und tertiiren Basen gegen das 0-Jod-n-butylamin studiert. Es 
zeigte sich dabei, daB bei der Einwirkung von Trimethylamin 
auf d-Jod-n-butylamin-hydrojodid die aliphatische Tetra- 
methylenkette erhalten bleibt. Dampft man die alkoholische 
Lésung der beiden Stoffe auf dem Wasserbade in molekularen 
Mengen ein, so hinterbleibt nur jodwasserstoffsaures [)-Amino- 
n-butyl]|-trimethyl-ammoniumjodid. Mit primiarer und sekun- 
direr Base tritt hingegen RingschluB ein. Um nun auf be- 
queme Weise den Ringschlu8 zu vermeiden, und dadurch zu 
einseitig methylierten Tetramethylendiaminderivaten zu kom- 
men, habe ich die primaren und sekundiren Basen auf y-Brom- 
bzw. y-Chlor-n-butyronitril einwirken lassen und das er- 
haltene y-Alkyl-amino-n-butyronitril mit Natrium und Alkohol 
zum Diamin reduziert: 


Cl-[CH,],-CN + R-NH, = HCl, R-NH-[CH,]},-CN 
.R-HN-[CH,],-CN + 2H, = R-HN-[CH,],-NH,. 


Dies Verfahren hat vor der Verwendung des N-Benzoyl- 
0-jod-n-butylamins den groBen Vorteil, daB das y-Brom- bzw. 
y-Chlor-n-butyronitril viel leichter zugiinglich ist, als 0-Jod-n- 
n-butylamin, dessen Darstellung ja erst aus dem y-Halogen-n- 
butyronitril geschieht. Es ist leicht, auf diesem Wege grofe 
Mengen einseitig alkylierter Tetramethylendiamine darzustellen. 

Da sich das y-Chlor-n-butyronitril mit Ammoniak 
bereits in der Kilte zum y-Amino-n-butyronitril umsetzt, 
kann man auf diesem Wege ebenfalls Tetramethylendiamin 
selbst herstellen. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXXI. 17 
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Weiterhin sei auch noch auf das Verhalten der Chlor- 
hydrate methylierter Tetramethylendiamine bei der 
trockenen Destillation hingewiesen. Wir verdanken Will- 
staitter und Heubner?) die Kenntnis, daf dabei im Falle 
des Tetramethylen-bis-|trimethyl]-ammoniumchlorides N-Methy]- 
pyrrolidin entsteht. Andere Methylderivate des Tetramethylen- 
diamins waren in dieser Richtung noch nicht untersucht, und 
ich konnte nun feststellen, da8 immer wieder N -Methyl- 
pyrrolidin entsteht, ganz gleich, ob man die Hydrochloride 
des N-Methyl-, N,N-Dimethyl-, N,N’-Dimethyl-, N,N,N’-Tri- 
methyl-, N,N,N’, N’-Tetramethyl-tetramethylendiamins der trock- 
nen Destillation unterwirft. 

In der vorliegenden Arbeit habe ich mich auf das Studium 
der geschilderten Reaktion mit Mono-, Di- und Trimethylamin 
beschrinkt. Untersuchungen, welche sich auf das entsprechende 
Verhalten cyclischer Basen erstrecken, sind im Gange. Was 
ferner die von mir gewonnenen alkylierten y-Amino-n-butyro- 
nitrile anlangt, so versteht es sich von selbst, daB sie auch 
als bequemes Ausgangsmaterial fiir die Gewinnung der ver- 
schiedenen alkylierten y-Amino-n-buttersaiuren verwendet 
werden kénnen. Die Verseifung eines solchen Nitrils liBt sich 
init Salzsiure im EKinschmelzrohr gut durchfiihren, wie ich 
beim y-Dimethylamino-»-butyronitril beobachten konnte. 


Beschreibung der Versuche. 
Derivate der 7-Aminobuttersaure. 


y-Amino-n-butyronitril. 

Kinige Gramm y-Chlor, bzw. y-Brom-n-butyronitril wurden 
mit konzentriertem wiBrigen Ammoniak iiberschichtet und mit 
Alkohol bis zur Lésung versetzt. Man lift das Gemisch in 
einer verstopften Flasche etwa 8 Tage bei Zimmertemperatur 
stehen, destilliert dann den Alkohol und das iberschiissige 
Ammoniak ab, setzt das y-Amino-n-butyronitril mit Natron- 
lauge in Freiheit, und schiittelt es mit Chloroform aus. Nach 





1) Chem. Ber. Bd. 40, S. 8871 (1907). 
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dem Abdestillieren des Chloroforms bleibt es als stark basische, 
unangenehm riechende, farblose Fliissigkeit zuriick. Das Hydro- 
chlorid hinterbleibt beim Kindampfen seiner wiBrigen Lisung 
als farblose, hygroskopische Krystallmasse, die zur Analyse 
mit Goldchloridchlorwasserstoffsiure in das Chloraurat iiber- 
fiihrt wird. Nach einmaligem Uml krysthllisieren aus verdiinnter 
Salzsiiure ist das Salz rein. Es schmilzt bei 100°, getrocknet 
be1 154° unter Zersetzung. 


18,23 mg Substanz gaben 8,59 mg Au. 


12,106 mg m » 0,747 eem N (20°, 745 mm). 
C,H,N.AuC), Ber. Au 47,5°/, N 6,75°/, 
Gef.  ,, 47,1 », 6,89 


y-Methylamino-n-butyronitril. 


5 g¢ y-Chlor-n-butyronitril wurden mit 25 ccm 33°/ iger 
alkoholischer Methylaminlosung etwa 1 Stunde im Kinschmelz- 
rohr erhitzt. Der Rohrinhalt wurde dann auf dem Wasserbad 
bei klemmer Flamme zur Entfernung des iiberschiissigen Di- 
methylamins und des Alkohols eingedampft; dann versetzt man 
mit Natronlsauge und schiittelt das freigewordene Nitril mit 
Chloroform aus. Nach dem Abdestillieren des Chloroforms 
wurde die Base fraktioniert destilliert. Sie geht unter gewohn- 
lichem Druck bei 173° (unkorr.) als farblose, stark a!kalisch 
reagierende Fliissigkeit tiber. Das a, te 
nitril ist in Wasser, Alkohol und Chloroform leicht, in Ather 
sehr schwer léslich. Das Hydrochlorid ist so rextiieBlich, daB 
es zur Analyse nicht geeignet ist. Beim EKinengen seiner wib- 
rigen Lésung hinterbleibt es als bei 162° schmelzende Krystall- 
masse. Das Chloraurat aus der Lésung des Hydrochlorides 
durch Fallen mit Goldchloridchlorwasserstoffsiure gewonnen, 
und aus verdiinntem Alkohol umkrystallisiert, bildet lange, diinne 
Nadeln, die in kaltem Wasser schwer, und in heiBem Wasser und 
in Alkohol leicht léslich sind. Es krystallisiert mit 1 Mol. Krystall- 
wasser, das bei 100° im Vakuum noch nicht abgegeben wird. 

10,220 mg Substanz gaben 4,408 mg Au. 


14,908 mg ‘3 . 6,480 mg Au. 
15,708 mg - . 6,826 mg Au. 
8,671 mg im ,, 0,465 eem N (17°, 759 mm). 


17* 








246 Werner Keil, 


CN(CH,),NHCH,-HAuCl, + H,O 
Ber. Au 43,23°/, N 6,14, 
Gef. ,, 48,18 43,16 48,45 » 6,18 


Das Pikrat, aus dem Chlorid mit Natriumpikrat gewonnen, 
bildet grobkérnige Krystalle. Es ist in kaltem Wasser sehr 
schwer léslich. 


y-Dimethylamino-n-butyronitril. 

Aus y-Chlor-n-butyronitril und alkoholischem Dimethyl- 
amin analog der Monomethylverbindung dargestellt, ist dem 
y-Methylamino-n-butyronitril so &hnlich, daB ich auf seine 
nahere Beschreibung verzichten kann. 

Das Chloraurat krystallisiert wasserfrei und schmilzt 
bei 129°. 

10,428 mg Substanz gaben 4,528 mg Au. 


16,976 mg Ms » 0,926 eem N | 
16°, 735 ' 
15,932 mei, ten i OO ee 
CN(CH,),N(CH,),-HAuCl, Ber. Au 43,619, N 6,19°/, 
Gef. ,, 43,42 » 6,06 6,07 


Das Pikrat schmilzt bei 120°. 
9,902 mg Substanz gaben 1,735 cem N (16,5°, 757 mm). 
C,H,.N.-C,H,(NO,),0H Ber. N 20,53 J, Gef. N 20,17°, 


y-Dimethylamino-n-buttersiaure. 

Im Anschlu8 an das y-Dimethylamino-n-buttersiure-nitril 
sei hier noch die y-Dimethylamino-n-buttersiure beschrieben. 
Sie ist im Gegensatz zu den entsprechenden Mono- und Tri- 
methylderivaten noch nicht dargestellt+) und kann ein gewisses 
biologisches Interesse erlangen. Ihr Jodid entsteht bei 6 stiin- 
digem Erwarmen von y-Jod-n-buttersiure mit alkoholischer 
Dimethylaminlésung auf 100°. Man dampft die Lésung ein, 
entfernt mit Thalliumhydroxyd das Jod, mit Salzsiure das 
iiberschiissige Thallium und zieht das gebildete y-Dimethy]- 
amino-n-buttersiure-chlorhydrat nach dem Kindampfen zur 
Trockne mit Alkohol aus. Nach dem Verdunsten des Alkohols 





1) Ihren Methylester stellte Willstitter, Chem. Ber. Bd. 35, S. 617 
(1902) aus y-Chlorbuttersiiure-methylester mit Dimethylamin dar. 
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bleibt das Chlorhydrat als strahlige Krystallmasse zuriick, die 
zur Analyse mit Goldchloridchlorwasserstoffsiure ins Chlor- 
aurat verwandelt wurde. Dieses bildet hellgelbe, im Wasser 
und Alkohol leichtlésliche Blittchen vom Schmelzp. 142°. 

11,342 mg Substanz gaben 4,720 mg Au. 

11,220 mg Substanz gaben 4,690 mg Au. 
C,H,,;NO,-HAuCl, Ber. Au 41,68°/, Gef. Au 41,62 41,80°/, 

Die y-Dimethylamino-n-buttersiure wurde auch erhalten 
durch 5 stiindiges Erhitzen ihres Nitrils mit konzentrierter Salz- 
siure im Rohr auf 100° Man dampft den Rohrinhalt ein 
und trennt das Gemenge von Ammoniumchlorid und y-Dimethyl- 
amino-n-buttersiiurehydrochlorid durch Aufnehmen mit Alkohol. 
Nach dem Eindampfen der alkoholischen Liésung wurde das 
Hydrochlorid zur Analyse ebenfalls in das Chloraurat iiberfiihrt. 
Sollte nicht alles Nitril verseift sein, so ist es zweckmibig, 
den unverseiften Teil bei alkalischer Reaktion mit Chloroform 
zu beseitigen. 


y-Dimethylamino-n-butyronitril-hydroxy-methylat. 
(Nitril des sog. ,,y-Butyrobetains“.) 

Setzt man y-Brom-n-butyronitril in alkoholischer Lésung 
mit Trimethylamin um, so ist nach dem Erkalten der Rohr- 
inhalt von Krystallen des Bromides des y-Dimethylamino-n- 
butyronitril-hydroxymethylates véllig durchsetzt. Zur weiteren 
Identifizierung fillt man die Base mit Natriumpikrat aus und 
krystallisiert das erhaltene Pikrat um. Es liefert gut aus- 
gebildete, hellgelbe, grobe Krystalle, die in kaltem Wasser 
sehr schwer léslich sind (Schmelzp. 126°). 

8,828 mg Substanz gaben 1,495 cem N (16°, 757 mm). 

C,H,,N,-C,H,(NO,),0H Ber. N 19,66 Gef. N 19,52 

Das aus dem Pikrat nach Zugabe von Salzsiiure und Aus- 
ithern der Pikrinsiure gewonnene Chlorid wurde in das Chlor- 
aurat iiberfiihrt. Es krystallisiert wasserfrei und ist in kaltem 
Wasser sehr schwer léslich. 

8,162 mg Substanz gaben 3,468 mg Au. 


7,394 mg si » 0,360 cem N (17°, 759 mm). 
C,H,;N,-HAuCl, Ber. Au 42,14°/, N 5,99°/, 
Gef. ,, 42,49 » 5,61. 
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O-Methylamino-n-butylamin (Methyl-putrescin). 

Zur Darstellung wurden 10 g y-Methylamino-n-butyronitril 
in 300 ccm absoluten Alkohol mit 20 g y-Natrium reduziert. 
Nach dem Erkalten wurde mit Salzsiiure versetzt, vom aus- 
geschiedenen Kochsalz abfiltriert, der Alkohol abgedampft, und 
das Methyl-putrescin nach dem Versetzen mit Natronlauge 
dem Gemisch mit Chloroform entzogen. Man kann auch auf 
die Reindarstellung des methylierten Aminonitrils verzichten 
und das Reaktionsgemisch seiner Darstellung nach Zugabe der 
entsprechenden Menge Alkohol direkt mit Natrium reduzieren. 
Das iiberschiissige Methylamin entweicht bei der Reduktion. 
Die Base ist bereits von Dudley und Thorpe (a. a. O.) ein- 
gehend beschrieben. Zur Analyse verwendete ich das Goldsalz 
(bei 100° im Vakuum getrocknet). 

10,592 mg Substanz gaben 5,320 mg Au. 

7,066 mg ‘. 5 3,555 mg Au. 
C;H,,N,:2 HAuCl, Ber. Au 50,4°/, Gef. Au 50,24 50,31°/,. 


0-Dimethylamino-n-butylamin 
(N,N-Dimethy!-putrescin).'} 
Die Darstellung aus 0-Dimethylamino-n-butyronitril ist die- 
selbe wie die fiir das Monomethylderivat angegebene. Die 





1) Das durch Wrede, Vanselow und Strack, Diese Zs. Bd. 163, 
S. 219 (1927) zuerst dargestellte N, N’-Dimethyl-putrescin, also die 
entsprechende asymmetrische Base, 1ai8t sich erheblich leichter darstellen 
durch Erhitzen von etwa 2 g Putrescinchlorid, gelést in etwa 40 ccm 
40°/,iger Formaldehydlisung mit einer Lésung von 200 g Chlorcalcium 
in 100 cem Wasser unter Riickflu’. Es scheint sich bei dieser Ver- 
diinnung des Formaldehyds immer nur N, N’-Dimethyl-putrescin zu 
bilden, denn sowohl bei halbstiindigem, wie auch bei 8 stiindigem Er- 
hitzen der Lésung auf 140—160° treten nicht mehr als 2 Methylgruppen 
ein. Man versetzt die abgekiihlte Lésung mit Natronlauge und entzieht — 
dem Filtrat vom Calciumhydroxyd die Base mit Chloroform. Zur Analyse 
wurde das Chloraurat und Platinat (Schmelzp. 237°) verwendet. 


11,21 mg Substanz gaben 5,55 mg Au. 
15,27 mg ‘3 » 7,62 mg Au. 
11,39 mg “ » 4,24mg Pt. 
13,44 mg 7 » 5,01 mg Pt. 
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freie Base bildet eine in Wasser, Alkohol und Chloroform 
leicht, in Ather schwer lisliche Flissigkeit, die an der Lu(t 
begierig Kohlensiure anzieht unter Bildung von krystallinem 
Carbonat. Das Chlorhydrat ist hygroskopisch und in absolutem 
Alkohol schwer léslich. Das Chloraurat stellt gut ausgebildete 
Krystalle ohne Krystallwasser vor, die in heiBem Wasser und 
Alkohol leicht, in kaitem Wasser schwer lislich sind. Es 
schmilzt bei 175° 


11,310 mg Substanz gaben 5,584 mg Au. 


19,866 mg és » 9,808 mg Au. 
11,100 mg - » 9,476 mg Au. 
11,618 mg = 5» 9,742 mg Au. 
C,H,,N.:2 HAuCl, 
Ber. Au 49,53 °/, Gef. Au 49,37 49,33 49,31 49,41°),. 


Das Chloroplatinat ist in Alkohol schwer léslich und kry- 
stallisiert aus Wasser in orangegelben Blittchen, die sich bei 
216° zersetzen. 

11,156 mg Substanz gaben 4,104 mg Pt. 

$6,412 mg ‘ » 18,394 mg Pt. 

C,H,,N.-H,PtC, Ber. Pt 37,06°/,  Gef. Pt 36,79 36,78°),. 

Das Pikrat ist in kaltem Wasser schwerléslich und er- 
innert an das entsprechende Salz des Putrescins. 


O-Amino-n-butyl-trimethylammoniumhydroxyd 
(N,N, N-Trimethyl-putrescin), 

Kinige Gramm 0-Jod-n-butylamin-jodhydrat ') wurden mit 
einer 33°/,igen alkoholischen Lésung von Trimethylamin iiber- 
gossen. Das Salz lést sich unter starker Erwirmung auf, so 
daB der Alkohol fast zum Sieden kommt. Die Lésung wurde 
auf dem Wasserbade zur T'rockne eingedampft und das jod- 
vasserstofisaure 0-Amino-n-butyl-trimethylammoniumjodid durch 





C,H,,.No*2 HAuCl, Ber. Au 49,53°/, Gef. Au 49,51 49,36°/, 
C,H,.N,+H,PtC), Ber. Pt 37,06 Gef. Pt 37,23 37,28. 


Erhitzt man dagegen das Putrescinchlorid mit sogenanntem Trioxy- 
methylen unter RiickfluB, so bildet sich ausschlieBlich die tetramethy- 
lierte Base. Uber eine andere Synthese dieses N,N,N’, N’-Tetramethyl- 
tetramethylendiamins werde ich noch berichten. 

1! Gabriel, Chem. Ber. Bd. 42, S. 1254 (1909). 
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Versetzen mit Thallohydroxydlésung yom Jod befreit. Durch 
Zugabe von konzentrierter Salzsiure, Abfiltrieren des Thallo- 
chlorides und EKindampfen wurde das Chlorid dargestellt, das 
zur Analyse ins Chloraurat und Chloroplatinat verwandelt wurde. 
Das Chloraurat, sowie auch das Pikrat ist in kaltem Wasser 
schwer, das Chloroplatinat hingegen ziemlich leicht léslich. 
21,46 mg Substanz gaben 10,48 mg Au. 
15.31 mg ei » 9,47 mg Pt. 
C,H,,.N:2HAuCl, Ber. Au 48,72°/,  Gef. Au 48,849, 
C,H,N-H,PtCl, Ber. Pt 36,03°/,  Gef. Pt 35,73°/. 


N-Methyl-pyrrolidin. 

Als Beispiel fiir die Uberfithrung der verschiedenen methy- 
lierten Putrescine in N-Methyl-pyrrolidin mag der folgende 
Versuch angefiihrt werden. Einige Gramm N, N-Dimethyl-put- 
rescin-hydrochlorid werden iiber freier Flamme einer schnellen 
trocknen Destillation unterworfen. Man lést das nach dem 
Erkalten krystallinisch gewordene Destillat in wenig Wasser 
und fallt direkt mit Goldchloridchlorwasserstoffsiure das Chlor- 
aurat des N-Methyl-pyrrolidins aus. Es schmilzt bei 214° 
(Liebermann und Cybulski 218°) und gab die folgenden 
Analysenwerte: 

11,420 mg Substanz gaben 5,296 mg Au. 


10,423 mg is . 4,824 mg Au. 
6,746 mg - ; 98,122 mg Au. 


C,H,,N-HAuCl, Ber. Au 46,2°/, Gef. Au 46,37 46,30 46,28 °). 


N-Dimethyl-pyrrolidinium-jodid. 

0-Jod-n-butylamin-hydrojodid setzt sich mit alkoholischem 
Dimethylamin bereits in der Kalte zu N-Dimethyl-pyrrolidinium- 
jodid um. Die Reaktion wird durch Erhitzen auf dem Wasser- 
bade unter Riickflu8 erheblich beschleunigt. Zur Analyse 
wurde der gut bekannte Kérper mit Hilfe von Thallo-hydroxyd 
und Salzsiiure analog, wie oben bereits geschildert, in das 
Chlorid tiberfiihrt und mit Goldchloridchlorwasserstoffsiure ins 
Chloraurat iiberfithrt. Das letztere ist bereits von Willstaitter 
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und Heubner (a. a, O.) beschrieben. Es ist in kaltem Wasser 
sehr schwer loslich. 
33,48 mg Substanz gaben 14,96 mg Au. 
13,36 mg s o 5,98 mg Au. 
C,H, : N(CH,),AuCl, Ber. Au 44,91 9/, Gef. Au 44,68 44,76°/.. 


Die Eigenschaften der Salze stimmten mit denen eines 
anderen Priaparates itiberein, welches ich mir zum Vergleich 
nach von Braun aus 1,4-Dichlorbutan hergestellt hatte. 


Der Notgemeinschaft Deutscher Wissenschaft bin 
ich fiir Unterstiitzung dieser Untersuchung zu lebhaftem Danke 
verbunden. 











Uber den Stoffwechsel der Tumoren. 
I, Mitteilung. 
Von 


S. Edlbacher und K. W. Merz. 


(Aus dem Physiologischen Institut Heidelberg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 15. August 1927.) 


Wihrend durch die bekannten Arbeiten von O. Warburg 
und seinen Mitarbeitern wichtige Resultate iiber den Kohle- 
hydratstoffwechsel der Tumoren gewonnen wurden, wissen wir 
noch nichts oder fast nichts tiber die Vorgiinge des Eiweib- 
umsatzes, die sich im Tumorgewebe abspielen. Die zahlreichen 
Untersuchungen iiber den EjiweiBstoffwechsel der Tumoren 
haben bis jetzt noch durchaus keine wesentlichen Erkenntnisse 
iiber dieses Problem, namentlich in bezug auf die Malignitat 
gebracht. Es wiirde bei weitem den Rahmen dieser Abhand- 
lung iiberschreiten, wollten wir hier alle diesbeziiglichen Ab- 
handlungen nur anfiihren. Wir verweisen in dieser Hinsicht 
auf die ausgezeichnete Zusammenfassung von B. Fischer- 
Wasel im ,,Handbuch der normalen und pathologischen Phy- 
siologie“.") 

Und doch ist die Frage nach dem spezifischen Chemismus 
des Tumors nur zum Teile gelést, wenn sie nicht die Um- 
setzungen aller Zellbausteine umfaBt. Die organische Ge- 
bundenheit des Stoffwechsels macht die Frage nach dem 
Schicksal der EiweiBkérper nur noch brennender. 

Ks ist sicher, daB durch die Arbeiten von Warburg eine 
ungemein tiefe Erkenntnis iiber den Stoffwechsel der malignen 
Tumoren gewonnen wurde. Wir werden aber in der Folge 


1) Bd. 14 bei Springer, Berlin 1927. 
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zeigen, daB wir durch die Verfolgung des KiweiBstoffwechsels 
das Problem in einem wesentlichen Punkte geklart haben.’) 

Durch die Untersuchungen, die der eine von uns (Kdl- 
bacher uad Réthler und Simons)?) itiber den Argininstofi- 
wechsel der Wirbeltiere ausgefiihrt hat, wurde erwiesen, dab 
zwischen Geschlecht und Argininumsatz Beziehungen bestehen. 
Andrerseits haben A. Kossel und seine Mitarbeiter in zahl- 
reichen in dieser Zeitschrift niedergelegten Untersuchungen 
gezeigt, daB bei der Heranreifung der Spermatozoen eine T'rans- 
formation der Proteine in der Art vor sich geht, daB die 
basischen HiweiBbausteine in den Spermatozoen angehiiuft 
werden. Wenn auch der tiefere Sinn dieser Vorgiinge bis jetzt 
noch nicht erkannt werden kann, so weisen doch alle Tat- 
sachen auf die hohe Bedeutung der basischen Aminosiiuren, 
besonders in bezug auf den Sexualstofiwechsel hin. Die Hiiu- 
fung von Stickstoffatomen, namentlich im Guanidinteil des 
Arginins und auch im Imidazolkern des Histidins, auf die 
schon vor Jahren Kossel hinwies, sind derartig auffillige 
Erscheinungen, daB sie zu weiteren Forschungen in dieser 
Richtung anregen. 

Durch die Entdeckung der Arginase durch A. Kossel 
und Dakin und der Histidase durch Edlbacher*) und von 
Gyérgi und Réthler sind wir zur Erkenntnis iiber den spe- 
zifischen Abbau der beiden oben genannten Aminosiiuren ge- 
langt. Sie nehmen im Eiweifstoffwechsel eine ganz besondere 
Stellung ein. Arginin bildet Harnstoff, Histidin bildet Ammoniak. 
Der Stoffwechsel der dritten Hexonbase, des Lysins, scheint 
in ganz anderen Bahnen zu laufen, denn nach unseren noch 
nicht verdéffentlichten Untersuchungen konnten wir bis jetzt fiir 
das Lysin noch keine ahnliche Reaktion feststellen. Die Wir- 
kung von Arginase und Histidase liuft darauf hinaus, dab 


1) Vgl. hierzu Warburg, ,,Uber den Stoftwechsel der Tumoren“, 
Berlin, Springer 1926, S. 188 oder Klin. Wochenschr. Nr. 4, 8. 12 (1925). 

2) Diese Zs. Bd. 148, S. 264 u. 273 (1925). 

3) Edlbacher, Diese Zs. Bd. 157, 8. 106 (1926); Edlbacher und 
Simons, Diese Zs, Bd. 167, S. 76 (1927). Vgl. auch die zahlreichen 
Untersuchungen von Kiesel iiber den Argininstoffwechsel der Pflanze. 
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Guanidin und Imidazolrest abgesprengt werden. Durch dem- 
nichst in dieser Zeitschrift zu veréffentlichende Versuche konnte 
ferner gezeigt werden, da beziiglich der Sexualitat die Arginase- 
spaltung gegeniiber der Histidinspaltung dominiert. Auch die 
eigentiimliche Tatsache, daB bis jetzt kaum ein EHiwei8kérper 
gefunden wurde, der nicht wenigstens einen geringen Arginin- 
gehalt besitzt, fiihrt uns zu der Annahme, da in der Arginase- 
spaltung des Arginins eine Reaktion vorliegt, die wenigstens 
fiir den Eiweifstoffwechsel des Siiugers von fundamentaler Be- 
deutung ist. Von diesen und einer Reihe anderer Erwigungen 
ausgehend, haben wir tierische und menschliche Tumoren auf 
ihre desaminierenden Fermente untersucht und wir wollen das 
wesentlichste Ergebnis dieser Experimente gleich vorwegnehmen 
und mitteilen, daB sich eindeutig feststellen lieB, dab 
alle malignen Siuger- und Menschentumoren, gleich- 
giiltig ob Carcinome oder Sarkome, sich durch ihren 
hohen Arginasegehalt von normalen Geweben unter- 
scheiden. 

Wir haben Tumoren verschiedenartiger Natur durchaus 
mit demselben eindeutigen Ergebnis untersucht, und zwar: 
Miuseimpfcarcinome, Mauseteercarzinome, das Jensensche 
Rattensarkom, sowie eine Reihe von Fallen von chirurgischem 
und pathologischem Material menschlicher maligner Tumoren.’) 

In einer groBen Anzahl von Versuchen haben wir die 
Desaminierung und eventuelle Harnstoffbildung von Histidin, 
Lysin, Nucleinsiure, Asparaginsiure, Alanin, Leucin, Glutamin- 
siure, Glykokoll, Tryptophan, Harnsiure und Alantoin durch das 
Tumorgewebe nachzuweisen versucht. Keine der untersuchten 
11 Substanzen wurde aber durch die Fermente der verschie- 
denen Tumoren angegriffen. Auf Grund dieser Befunde sind 
wir wohl zu dem SchluB gezwungen, daB der Kiweifstoffwechse! 
der malignen Tumoren in engster Beziehung zu dem 
Argininstoffwechsel steht. 


1) Schon 1921 hat B. Fuchs als erster am hiesigen Institut ver- 
schiedene Tumoren auf Arginase untersucht. Er wandte die Formol- 
titration an. Bei dem damaligen Stande der Methodik konnte er zu 
keinen eindeutigen Resultaten gelangen. Diese Zs. Bd. 144, S. 101 (1921). 





——— 
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Bevor wir nun auf die weiteren Folgerungen, die sich aus 
dieser Tatsache ergeben, eingehen, sollen zuniichst unsere Ver- 
suche beschrieben werden. Wir verwendeten dieselbe Versuchs- 
anordnung, die wir bei allen friiheren Untersuchungen iiber 
den Argininstofiwechsel gebrauchten (a. a. O.). 

Gewebebrei wirkte 24 Stunden bei p,, 9,2 auf Arginin- 
lésung bei 37° ein. Der gebildete Harnstoff wird bei p,, 7,0 
mit Urease zerlegt und das gebildete Ammoniak titrimetrisch 
nach Folin bestimmt. Selbstverstiindlich wurden jedesmal 
Kontrollbestimmungen ohne Arginin auf priiformiertes NH, und 
Harnstoff gemacht. Die geringen Betriige sind jedesmal von 
den Bestimmungen schon abgezogen. 


1. Mausecarcinome. 
Tabelle 1. 


Ansitze: je 0,5 g Tumor in 5 cem Puffer; 5 eem 1°/, iges Arginincarbonat. 














Nr. | Geschlecht a “/o — 
Siure Arginin 
I ey 9,4 46,07 
2 2 14,15 69,30 
3 dt 13,10 53,50 
4 J 13,50 55,0 
5 Q 14,00 57,0 
6 Q 10,60 43,3 
7 J 16,00 65,3 
~ st 12,8 52,4 
9 sy 17,1 69,8 
10 gt 17,2 69,9 
11 st 16,3 67,1 
12 ry 9,10 45,8 
Gesunde Miiuse (Muskel). 
J 0,3 ste 
ot 0,2 _ 
J 0,3 wai 








Alle 12 untersuchten Tumoren bauten also das zugesetzte 
Arginin ab. Die drei gesunden Kontrolltiere zeigten in der 
Muskulatur innerhalb der experimentellen Fehlergrenze keinen 
Abbau. 








ho 
cyt 
oo 
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2. Chirurgisches Material. 


Die Tumoren gelangten in den meisten Fillen unmittelh: 
nach der Operation zur Verarbeitung. 


Tabelle 2. 


Chirurgisches Material (je 0,5 g). 





Nr. Klinische Diagnose 
1 Mamma-Carcinom . 
> 
4 
5 ma 
6 Nieren- 


7 | Sigmoid- 
8 Ohrmuschel-.. 





9 | Stvama maligna. . .. 1... » 
10 Rundzellensarkom des Darmes (ileo 
coecal.) 


Die Mamma Carcinome erwiesen sich als iuBerst schwe: 





n/50-Siiure 


5,8 
2.5 





/, zers. 
Arginin 
23,8 
10,2 
12,5 
12,4 
56,5 
62,9 
25,3 
60,5 
80,6 


83,1 





zerreiblich und enthielten viel Bindegewebe, so daB nur ein 
relativ geringe Menge von wirklichen Tumorzellen zur Unter- 


suchung gelangt ist, woraus sich der verhialtnismibig niedrige 


Abbau erklirt. 


3. Pathologisches Material. 


Tabelle 38. 


Pathologisches Material (je 0,5 g). 








Nr. Klinische Diagnose 

1 Leistendriisencarcinom 

2 | Lympfsarkom (Nasenrachenraum) 
3 Leberearcinom 

4 | Magencarcinom . 

5 Gallenblasenecarecinom 


6 Darmcarcinom (ileo eoec.) 
7 | Gallenearcinom day. Lebermetastase 








n/50-Séure 


O14 
15,4 
13,2 
14,4 
17,6 
12,4 


4,2 





O/) zers. 


Arginia 


37,2 
63,0 
54,0 
59,0 
72,0 
50,7 
17,2 
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Ks sei hier besonders auf den Fall Nr. 7 verwiesen. Die 
spezifische Reaktion ist hier besonders deutlich zu erkennen. 
In der Gallenblase, sowie in ihrem Inhalt haben wir niemals 
Arginase gefunden. Daf die Lebermetastase Arginin spaltet, 
wire nun durchaus nicht verwunderlich, denn in der Leber 
liegt ja das Hauptorgan der Arginasespaltung beim Menschen 
vor. DaB es sich aber hier nicht um aus umliezenden Leber- 
zellen eingewandertes Ferment handelt, zeigt erstens der relativ 
niedrige Spaltungswert, zweitens der folgende Versuch: Kin 
Teil der Metastase wurde auf Histidase gepriift. Es erfolgte 
nicht die geringste Abspaltung von Ammoniak, wihrend das 
umlagernde Lebergewebe zugesetztes Histidin bis zu 50°/, 
unter NH,-Bildung aufspaltete. Es ist dies ein deutlicher Hin- 
weis auf den spezifischen Charakter der Tumorreaktion. 


Jensensches Rattensarkom. 


0,5 g ergab I. 9,8 cem n/50-Siure = 44,8°/, Spaltung. 
Il. 96cem , , = 44,8%, . 


Teertumoren von Miusen (je 0,5 g ergaben) 





Nr. | Geschlecht n/50-Siiure “lo piv 
| Arginin 
1 st 10,5 48,0 
9 3 12,4 56,7 
3 3 6,6 —_ 
4 K 6,7 30,6 











Zum Vergleich wollen wir noch hier ervihnen, daf wir 
durch unsere friiheren ausgedehnten Untersuchungen iiber das 
Vorkommen der Arginase feststellen konnten, daB die Arginase 
nur in den folgenden Organen vorkommt: 

1. Leber, 
2. Niere, 
3. Hoden, 
4, Placenta. 


In neuester Zeit konnten wir auch feststellen, daB die 
Krythrocyten gewisser Tiere auch Arginase enthalten (erscheint 
in dieser Zeitschrift). Doch wird das Ergebnis dieser Unter- 
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suchungen durch diesen Befund nicht beeinflu{t. Es eriibrigt 
sich wohl auf Grund der mitgeteilten Tatsachen die Beweis- 
kraft dieser Versuche noch besonders hervorzuheben. Jeder 
maligne Tumor ergab den Abbau. Wir haben auch Exostosen 
untersucht, sie erwiesen sich, wie erwartet, als vollkommen 
negatiy. 

Hs erhebt sich nun die Frage, wie wir diesen auffallenden 
Befund zu deuten haben. 

Hine allgemeine Steigerung der Desaminierungsfihigkeit 
des Tumorgewebes liegt sicher nicht vor, denn die typischen 
anderen Aminosiuren wurden nicht umgesetzt. Es mu® sich: 
also um eine ganz spezifische Reaktion handeln und es gelang 
uns auch in dieser Hinsicht noch einen Schritt weiter zu 
kommen: 

Die am Beginn erwaihnten Beziehungen zwischen Arginin- 
umsatz und Sexualitét lieBen uns die Vermutung aufstellen, 
daB erstens der Kernreichtum des ‘T'umorgewebes und 
zweitens das rasche Wachstum damit in Zusammenhang 
zu bringen sind. 

Um diese Frage zu entscheiden, untersuchten wir das 
Granulationsgewebe von Kaninchen, denen wir unter pein- 
lichster Asepsis verschiedene Muskelpartien der Hinterbeine 
excidiert hatten. Die Tiere wurden in Athernarkosen operiert 
und die Hautnaht nach 5 Tagen wieder gedffnet, das Granu- 
lationsgewebe wieder abprapariert und auf Arginase unter- 
sucht. Das normale Muskelgewebe wurde von den Vorder- 
beinen gleichzeitig mit dem Granulationsgewebe entnommen. 














Muskelgranulations- Normale Muskulatur 
gewebe (je 0,5 g) 
Nr. arenes Se en ee ee Se ry 
0 . 0 ed 

n/50-Siure /9 cnn n/50-Siure lo vets 

Arginin Arginin 
1 9,7 41,3 0,2 it 
2 9,7 41,3 0,2 a 
3 4,4 | 18,7 0,0 — 
4 4,3 | 18,3 0,0 om 
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Auf Grund derselben Uberlegungen untersuchten wir 
Kimbryonen und fanden dabei, daB kleinste undifferenzierte 
Meerschweinchenembryonen eine Spaltung bis 60°/, ergaben, 
wihrend ausgewachsene Embryonen kurz vor der Geburt mit 
ihrer Muskulatur nur mehr 5,5°/, Spaltung verursachten. Da 
der Muskel des erwachsenen Tieres iiberhaupt nicht mehr 
spaltet, so sehen wir in diesen Versuchen einen deutlichen 
Seweis fiir das Zusammenfallen von Argininspaltung und 
Wachstum. 





Nr. n/50-Saéure | °), zers. Arginin 

kleinste 1 13,1 60,0 
Foten 2 13,2 60,0 
3 1.2 5.5 

Muskulatur ’ ” 
kurz vor 4 1,2 5,5 
dem partus wn 
lt oe Ee 1,2 5.5 








Ks gelang uns, diesen Befund an noch einem weiteren 
Beispiel zu kennzeichnen. Die Untersuchung von 6 Fillen 
von menschlichen, rasch wachsenden Polypen ergab: 





, n/50- o/, zers. 
Nr. ois ms 

Siure Arginin 
1 Dentales Kieferhéhlenempyem (bluthaltig) 9,1 38,7 
2 MA kk ka ee eH 10,3 43,8 
3 Recidiv von Nr.2 nach 8 Tagen .. . 9,4 40,0 
4 Nasenpolyp (blutleer) . 2. 2. 2. 1... 10,1 42,2 
5 dsgl. a ae ae 6,1 26,0 
6 dsgl. a ee 5,7 24,3 











Granulationsgewebe, embryonales Gewebe, sowie rasch 
wachsende gutartige Wucherungen zeigten also iibereinstimmend 
den starken Argininabbau, durch den sie sich von normalem 
Ggewebe unterscheiden. Wir gelangen daher zu dem SchluB, 
daB wir in dem Argininabbau, der in sonst negativ 
reagierendem Gewebe einsetzt, einen spezifischen 
Wachstumsfaktor zu erblicken haben, durch den sich 
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auch das Gewebe maligner Siugertumoren von nor- 
malem Gewebe chemisch ditferenzieren laBt. War- 
burg, Posner und Niigelein haben!) eine Reihe von Nasen- 
polypen und Blasenpapillonen untersucht und in bezug auf die 
anaerobe Glykolyse keinen Unterschied zwischen gut und bés- 
artigen ‘T'umoren gefunden, wohl aber in bezug auf die aerobe 
Glykolyse. | 

Uns scheint aus diesen Untersuchungen das Folgend: 
hervorzugehen: 

1. Der erhéhte Argininumsatz ist eine charakteristische 
Kigenschaft der malignen Siugertumoren. 

2. Er tindet seine Erklirung als Wachstumsprinzip. 
das auch den nicht rasch wachsenden malignen Geweben eigen ist. 

Bei der Untersuchung von grauer Gehirnsubstanz und 
von Retinagewebe fanden Warburg, Posner und Nigelein’) 
fir die Glykolyse in Stickstoff enorm hohe Worte. So z. B. 
fiir die Netzhaut = 88 gegen Embryo und 'Tumoren = 20—30. 
Sauerstoff bringt die Milchsiure in der Netzhaut nicht zum 
Verschwinden. Es zeigen diese Gewebe also eine Ahnlichkeit 
mit Tumorgewebe. Wir haben dagegen feststellen kénnen, 
daB Gehirn und Nervensubstanz keine Arginase enthalten, und 
wir ziehen aus diesen Tatsachen den Schlu’, dab die Malig- 
nitat der Siugertumoren ein Phiinomen ist, fiir dessen Zustande- 
kommen mindestens zwei Faktoren gegeben sein miissen: 
erstens die Glykolyse und zweitens der Wachstumsfaktor, 
den wir in dem erhéhten Argininspaltungsvermiégen der 
Gzewebe zu sehen haben. In dem Nervengewebe fehlt der typische 
Wachstumsfaktor, der sich im hohen Argininumsatz ausprit. 

Diese Feststellung fiihrt uns zu einer erweiterten Aui- 
fassung tiber das ganze Problem. Wir betrachten es als 
durchaus wahrscheinlich, daB auch noch weitere Faktoren bei 
dem Zustandekommen der Tumoren gegeben sein miissen und 
wir sind gegenwirtig auch mit der Bearbeitung des Problems 
jn dieser Hinsicht beschiftigt.’) 


1) Biochem. Zs. Bd. 152, 8. 309 (1924). 
*) So glaubt z. B. S. Frankel gewisse Stérungen des Troptophan- 
stoffwechsels bei Carcinomen beobachten zu kénnen. 
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Vogeltumoren. 


Durch unsere Untersuchungen mit Réthler, sowie durch 
die von Clementi hat sich die Verschiedenheit im Arginin- 
stoftwechsel zwischen Siuger und Vogel (Reptil) erwiesen. Die 
Arginasewerte der Vogel sind ungefaihr 500 mal niedriger als 
die der Sauger. Es waren nun fiir uns die folgenden Fragen 
zu entscheiden: 

1. Wie verhalten sich Vogeltumoren beziiglich ihres Arginin- 
stoftwechsels ? 

2. Wie verhalt sich wachsendes Vogelgewebe? 

Ks wurde uns vom Berliner Krebsinstitut, dem wir 
an dieser Stelle unsern Dank dafiir aussprechen, ein Roushuln 
zur Verfiigung gestellt. Wir haben den Tumor iiberimpft und 
erhielten bei den verschiedenen Tieren die folgenden Resultate: 


Roussarkome (je 0,5 g). 





He ba ees Bee 

n 50-Siure Arginin 
1 3.6 16,5 
2 1,2 2,0 
3 1,6 6,0 
3,3 15,0 
5) 3,4 15,5 
6 3.8 16,0 








Wie ersichtlich, besteht qualitativ kein Unterschied 
zwischen Saéuger und Vogeltumor, wohl aber in quantitativer 
Hinsicht. Die oben genannte Eigentiimlichkeit des Vogel- 
organismus, die sich durch einen geringen Arginasewert der 
Gewebe auspriigt, findet sich in dem Chemismus des Tumors 
wieder. 

Wir haben nun bei einer Anzahl von Hiithnern unter 
strengster Asepsis Muskelexcisionen gemacht und das gebildete 
(Granulationsgewebe auf Arginase untersucht. Es zeigte in 
vier Fiillen den Wert Null. Durch diese Tatsache kénnen wir 
neuerdings zeigen, welch tiefgreifender Unterschied zwischen 
dem EiweiBstoffwechsel von Siugern und Végeln besteht. Das 
hdchst charakteristische Merkmal des rasch wachsenden Siuger- 
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gewebes, das, einerlei ob malign oder benign, sich durch 
den hohen Arginasewert kennzeichnen laBt, ist bei dem rasch 
wachsendem Vogelgewebe nicht vorhanden. 

Dementsprechend ist auch das Roussche Hithner- 
sarkom durch sein deutliches, aber gegen Siugertumoren 
viel geringeres Argininspaltungsvermégen  gekennzeichnet. 
Zwischen Roussarkom und andern Tumoren besteht also kein 
qualitativer, wohl aber ein quantitativer Unterschied. 

Ks diirfte wohl als sicher anzunehmen sein, daf im 
Vogelorganismus eine der Arginasespaltung adiiquate Reaktion 
abliuft. Wir sind seit langer Zeit mit der Klirung dieses 
Fragenkomplexes beschaftigt und werden gelegentlich dariiber 
berichten. Mit Bestimmtheit kénnen wir aber schon jetzt 
sagen, daB wir durch die Untersuchung des Eiweifstoffwechsels 
den Unterschied zwischen Siugertumoren und Roussarkom 
zahlenmiiBig ausdriicken kiénnen. Die leichte Ubertragbarkeit 
des Hiihnersarkoms durch zellfreie Filtrate und andere Kigen- 
tiimlichkeiten haben immer wieder auf den besondern Charakter 
dieses Tumors hingewiesen. Wir glauben durch unsere Unter- 
suchungen diesen Unterschied in einem wichtigen Punkte 
geklirt zu haben. Endlich méchten wir aber auch noch 
hervorheben, daB wir uns nicht der falschen Hoffnung hin- 
geben, zu glauben, durch die gefundenen Tatsachen etwas iiber 
das Zustandekommen der Tumoren gesagt zu haben. Erst 
wenn alle Faktoren iiberblickbar sein werden, kann diese 
Frage einer Lésung zugefiihrt werden. 


Resultate. 


1. Alle malignen Saugertumoren, Sarkome und Carcinome, 
zeigten ein iiber der Norm  gesteigertes Argininuspaltungs- 
vermogen. 

2. Granulationen, Polypen und embryonales Gewebe zeigen 
das gleiche Verhalten. 


3. Der hohe Arginasegehalt sonst negativer Gewebe ist 
ein Wachstumsfaktor, der allen unter 1. und 2. genannten 
Geweben gemeinsam ist. 











——_ 
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4. Zur Erklirung der Malignitit eines Tumors geniigt 
die Annahme der Glykolyse allein nicht, sondern es miissen 
mindestens zwei Faktoren zusammenfallen. 

5. Saéuger und Vogeltumoren unterscheiden sich durch 
ihren verschiedenen Arginasewert, entsprechend dem verschie- 
denen HKiweiBstoffwechsel dieser Tierklassen. 

6. Der relativ niedrige Arginasewert des Roussarkoms 
zeigt mindestens einen, wenn nicht den Unterschied im Stoft- 
wechsel zwischen Siugertumoren und Roussarkom. 


Fiir die Uberlassung des Untersuchungsmateriales sind 
wir der Chirurgischen Klinik, dem Pathologischen Institut, 
der Ohrenklinik, dem Serologischen Institut und namentlich 
auch dem Heidelberger Samariterhause, sowie Herrn Professor 
Lautenschliger, Hochst a. M, zu gréBtem Danke  ver- 
pflichtet. Ebenso sprechen wir der Notgemeinschaft der 


Deutschen Wissenschaft fiir die Gewihrung von Mitteln unsern 
Dank aus. 
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XVII. Mitteilung. 


Zur Kenntnis der Lebernucleotidase. 


Von 
Walter Deutsch. 


Mit 3 Figuren im Text. 





(Aus der medizinischen Universititspoliklinik (S.J. Thannhauser) in Heidelberg. 


(Der Redaktion zugegangen am 3, September 1927.) 


Die Versuche, das Kohlehydrat der Thymusnucleinsiiure 
mit Hilfe der chemischen Hydrolyse zu isolieren, sind bis jetzt 
fehlgeschlagen. Es erscheint uns zweckmaBiger, das mildeste 
Mittel, das der Biologe zur Verfiigung hat, die enzymatische 
Spaltung zu versuchen. Dazu ist besonders fiir Isolierung und 
Reinigung der in Betracht kommenden Fermente die Kenntnis 
ihrer Kigenschaften Voraussetzung. 

Zunichst wurde eine in der Leber des Rindes vorkommende 
Nucleotidase untersucht, die aus Thymusnucleinsiure Phosphor- 
siure abzuspalten vermag. Unberiicksichtigt bleibt, ob bei dem 
ProzeB der Phosphatabspaltung etwa zwei Fermente, eine Poly- 
nucleotidase und eine Nucleotidase am Werke sind, so dab 
erst der Angriff der Polynucleotidase den Komplex des Tetra- 
nucleotids fiir die Abspaltung der Phosphorsaure vorbereiten 
muB. Der Weg, die Nucleotidasewirkung an Mononucleotiden 
der Hefenucleinsiure, die in krystallisiertem Zustand dargestellt 
sind, zu studieren, ist fiir unser Kndziel nicht zweckentsprechend. 
AuBerdem liegen Anzeichen dafiir vor, daB fiir Hefenuclein- 
siure und ihre Spaltstiicke spezifische Fermente existieren, 
die die entsprechenden Spaltstiicke der Thymusnucleinsiure 
nicht anzugreifen vermégen. So schreibt Levene in seiner 














cc 


Experimentelle Studien iiber den Nucleinstofiwechsel. 26D 


Arbeit iiber Nucleosidase, daB die Nucleosidase der Niere des 


Schweines zwar sehr wirksam ist, wenn Adenosin — also ein 
Adeninribosid — als Substrat vorliegt, dagegen voéllig unwirk- 


sam ist, wenn ein Adeninhexosid als Substrat gewihlt ist. Die 
Tatsache der Phosphorsiureabspaltung ist seit langem durch 
Untersuchungen von Juschtschenko, ‘T’schernorutzky, 
Levene, Jones u. a. bekannt, es fehlen aber genauere Unter- 
suchungen iiber ihre Wirkungsbedingungen, wie sie fiir eine prii- 
parative Anwendung der Fermentspaltung zur Isolierung der 
Bausteine der Thymusnucleinsiiure notwendig sind.?) 


Experimenteller Teil, 
I. Bestimmung der Lebernucleotidase. 
1. Zur Messung der Enzymwirkung. 

Die Fermentleistung wurde an der Zunahme des an- 
organischen Phosphats gemessen. Alle Phosphorsiiuremengen 
sind wegen der Wahl eines Titrationsverfahrens zur Phosphor- 
siurebestimmung in cem n/10-NaOH angegeben. Es entspricht 
1 com n/10-NaOH 0,1104 mg P. Als Substrat kam thymusnuclein- 
saures Natrium zur Verwendung, das nach der Vorschrift von 
Feulgen bereitet war. Es enthielt geringe Mengen freien 
Phosphats. 

2. Abhingigkeit von der Wasserstoffzahl. 

Bei der Ermittlung der Fermentwirksamkeit in Abhingig- 
keit von der Wasserstoftzahl wurde das Optimum bei p,,=8,7 
gefunden, wie Tab.1 und Fig.1 zeigen. Die Ansitze dieses 
Versuchs hatten folgende Zusammensetzung: Je 10,0 ccm Gly- 
cerinauszug aus Rinderleber, 20,0 ccm 4°/,ige Liésung von 
nucleinsaurem Natrium, wechselnde Mengen n/1l-NaOH bzw. 
n/1-Essigsiiure, die erforderlich sind, um Ferment und Sub 
stratlésung auf den jeweiligen p,, einzustellen, 5,0 ccm 2n-Am- 





') Wir behalten uns vor, die im folgenden angegebene Methodik 
der Darstellung der Lebernucleotidase auf priiparativ - konstitutions- 
chemische Untersuchungen der Thymusnucleinsiiure anzuwenden. 
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moniak—Ammonchloridpuffer bzw. Essigsiure—Natriumacetat- 
pufier in solchem Mischungsverhiltnis, daB der fiir die Ver- 
suchstemperatur von 40° verlangte p,, sich cinstellt, und Wasser 
zur Erginzung auf das Gesamtvolumen von 40,0 ccm. Die 
Bestimmung der Wasserstoffzahl wurde mit der Indikatoren- 
methode ausgefiihrt. 


Tabelle 1. 
py-Abhingigkeit der Lebernucleotidase. 
(Spaltungszeit 2 Stunden. Temp. 40° 1 ccm n/i0 NaOH=0,1104 mg P. 
Die Zahlen geben die Resultate nach Abzug der Fermenteigenspaltung 
und des Substratleerwertes an.) 













































































p eem-n/10 p eem-n/10 
a NaQH - NaOH 
10,2 0,00 8,1 3,04 
J,9 0,58 7,8 4,06 
9.3 4,60 7,2 3,25 
9,0 7,10 6,2 0,00 
8,7 1,25 5,6 0,00 
8,4 5,60 5,0 0,00 
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Fig. Aktivitats-p,,-Kurve von Lebernucleotidase. 


3. Bestimmungsmethode. 


Nachdem Vorversuche ergeben hatten, dafé sich der Re- 
aktionsverlauf keiner bestimmten Formulierung unterordnet, 
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wurde eine Kurve des Umsatzes in Abhangigkeit von der Fer- 
mentmenge aufgenommen, um mit ihrer Hilfe zur Definition 
der Enzymeinheit zu gelangen, damit es méglich wurde, spitere 
Schritte zur Reinigung des Enzyms quantitativ zu verfolgen. 
Ks zeigte sich eine annihernd lineare Abhingigkeit zwischen 
Fermentmenge und Umsatz (siehe Tab. 2 und Fig. 2). 


Tabelle 2. 
Fermentmenge und Umsatz. 
x cem Glycerinauszug von Leber (1:2) durch 20°/,ige NaOH auf py, 8,7 
cingestellt, 10 — xcem 61°/,iges Glycerin, 10cem n/1-Ammoniak-Ammon- 
chloridpuffer 1:1, 20cem nucleins. Natrium 4°/,ig vom py, 8,7. Gesamt- 
volumen 40,0cem. Temp. 40° Spaltungszeit: 1 Stunde. Zur Analyse 
10.0 eem entnommen. Die Zahlen der Tabelle sind die Werte nach 
Abzug von Fermenteigenspaltung und Substratleerwert. 1 cem n/10- 
NaOH = 0,1104 mg P. 








Fermentmenge Umsatz 

cem eem n/10-NaQH 

10 6,25 
5 4,89 
G 3,00 
4 2,29 
2 0,87 
0,62 
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Fig. 2. Hepato-Nucleotidasemenge und Spaltungsgrad. 


Auf Grund der Beziehung zwischen Fermentmenge und 
Umsatz, die durch vorstehende Fig. 2 wiedergegeben ist, sei 
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als vorlaufiges MaB fiir die Menge der Nucleotidase die ,,He- 
pato-Nucleotidase-Einheit (H.N.(e))“ als diejenige Enzymmenge 
definiert, die unter den spiter mitgeteilten Bedingungen bei 
der Kinwirkung auf 0,8 g thymusnucleinsaurem Natrium in 
einer Stunde einen Zuwachs an freiem anorganischem Phosphor 
entsprechend 6,25ccm n/10-NaOH bewirkt. 1H.N.-(e) ist in 
etwa 10,0ccm des Rohglycerinauszugs enthalten. Als Maf fiir 
die enzymatische Konzentration gelte der ,, Hepato-Nucleotidase- 
Wert (H.N.-(w))“, der die Anzahl H.N.-(e) in 1g getrocknetem 
Priiparat darstellt. 


3. Bestimmungsmethode. 


Die Bestimmung der Hepato-Nucleotidase wird in ihrem 
P,- Optimum von p,,8,7 vorgenommen und beruht auf der 
Messung der abgespaltenen, freien, anorganischen Phosphor- 
siure, die auf dem Wege iiber ihr Magnesium—Ammoniumsalz 
als Phosphorammonmolybdat gefallt und dann titriert wird. 

Ausfiihrung der Bestimmung: Zu 20,0 ccm einer 
4°/,igen Losung von thymusnucleinsaurem Natrium (lergestellt 
nach Feulgen), die ebenso wie die benutzte Fermentlésung 
durch 20°/,ige NaOH auf p,, 8,7 eingestellt ist, werden 10,0 ccm 
n/1-Ammoniak-Ammonchloridpuffer im Mischungsverhialtnis 1:1 
(bei 40° p,,8,7 ergebend) und die zu bestimmende Ferment- 
lésung gegeben und mit Wasser bzw. Glycerin zu einem Ge- 
samtvolumen von 40,0ccm und zu einem Glyceringehalt von 
17°/, erginzt. Der Ansatz verbleibt nach geringem Toluol- 
zusatz fiir eine Stunde im Thermostaten bei 40°. Nach Ab- 
lauf der Bestimmungszeit werden nach gutem Durchschiitteln 
10,0ccm entnommen und zu 10,0ccm 10°/,iger Trichloressig- 
siure zur EnteiweiBung gegeben, wobei weitere Fermentwirkung 
gleichzeitig unterbrochen wird. Nach 5 Minuten langem Stehen 
wird der Niederschlag abfiltriert, vom Filtrat 10,0 ccm ent- 
nommen und die freie anorganische Phosphorsiure nach Alkali- 
sierung mit 2°/,igem Ammoniak durch Magnesiamischung ge- 
fillt. Der nach wenigstens 5stiindigem Stehen abfiltrierte 
Niederschlag wurde dann in Salpetersiiure gelést und als Am- 
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moniumphosphormolybdat nach Lieb, in Modifikation nach 
Kuhn?) gefallt und titrimetrisch bestimmt. Zu jeder Bestim- 
mung wird eine Analyse des Substratleerwertes und der Fer- 
menteigenspaltung ausgefiihrt. Der Ansatz fiir die Ferment- 
eigenspaltung ist analog dem Hauptansatz, nur ist die Sub- 
stratlésung durch Wasser ersetzt. Ks empfiehlt sich, fiir die 
Fermenteigenspaltung stets die Menge von 10,0cem Ferment- 
lésung zu wihlen und den erhaltenen Wert, falls im Haupt- 
ansatz eine andere Fermentmenge zur Anwendung kam, um- 
zurechnen, weil der Phosphorsiurewert der Fermenteigenspaltung 
bei zu geringen Fermentmengen in der Bestimmung ungenau 
werden kénnte. Zur Berechnung der Fermentleistung wird die 
Summe des Substratleerwertes und der Fermenteigenspaltung 
von dem Wert des Hauptansatzes in Abzug gebracht. 


4. Zur Anderung der Kinetik bei verlaingerter Ver- 
suchsdauer. 


Wihrend in der Bestimmungskurve fiir die Enzymeinheit, 
die fiir die Versuchszeit von einer Stunde gilt, eine annihernd 
lineare Abhingigkeit zwischen Enzymmenge und Umsatz beob- 
achtet wird, iindern sich die Verhialtnisse bei Ausdehnung der 
Versuchszeit auf 2 Stunden. Die Beziehung zwischen Ferment- 
menge und Umsatz laiBt sich dann durch die Schiitzsche 
Regel ausdriicken (siehe T'ab. 3 und Fig. 3). Wir haben noch 
nicht untersucht, ob diese Erscheinung auf Enzymzerstérung 
oder auf Hemmung durch Spaltprodukte beruht. Jedenfalls 
findet sich in der Literatur ein gleiches Verhalten bei der 
Rizinuslipase’), also einer KHsterase. Auch die Nucleotidase 
ist im System der Fermente in die Gruppe der Esterasen ein- 
zureihen. 


1) Abderhalden, Handb. d. biol. Arbeitsmethoden, Teil3, Heit 1 
S. 304; Kuhn, Diese Zs. Bd. 129, S. 64 (1922). 

*) J. W. Salander, Biochem. Zs. Bd. 36, S. 435 (1911); R. Will- 
stiitter u. E. Waldschmidt-Leitz, Diese Zs. Bd. 184. S. 161 
(1923/24). 
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Tabelle 3. 


Fermentmenge (#’) und Umsatz (x) fiir Versuchsdauer von 2 Stunden. 
Versuchsbedingungen wie in Tab. 2. 





F a am 
cem eem n/10-NaOQH VF 
10,0 11,39 0,556 
1,5 10,16 0,569 
5,0 8,30 0,559 
2,5 5,70 0,556 
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Fig. 3. Fermentiaenge und Umsatz fiir Versuchsdauer yon 2 Stunden. 


II. Darstellung und Verhalten der Hepato-Nucleotidase. 
1. Zur Gewinnung der Enzymloésung. 

Als Ausgangsmaterial fiir Organausziige diente stets Rinder- 
leber. Uber das Vorkommen und den Fermentgehalt anderer 
Organe berichtet eine Arbeit von mir und R. Résler an anderer 
Stelle. Am besten eignet sich leicht alkalische Glycerin- 
extraktion. Frisch vom Schlachthof bezogene Rinderleber wurde 
fein zermahlen, der Organbrei mit 0,15°/, NH, enthaltendem 
Glycerin (87°/,ig) auf der Schiittelmaschine 15 Minuten ge- 
schiittelt (fiir 1g Leberbrei 2ccm Glycerin), 4—5 Stunden im 
Thermostaten bei 40° digeriert und dann durch Faltenfilter 
filtriert. Folgendes Versuchsbeispiel vergleicht die Ferment- 
ausbeute bei verschiedenem Extraktionsverfahren derselben 
Leberprobe durch wiaBrige und saure, alkalische und neutrale 
(slycerinextraktion. 
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Versuch 1. Leberprobe 19. Leberbrei bei 40° extrahiert pro 
Gramm mit 2cem von: a) 0,15°/, NH, enthaltendem 87°/,igem Glycerin ; 
b) neutralem Glycerin (87°/,); ¢) 0,15°/, Essigsiiure enthaltendem Gly- 
cerin; d) Wasser + Toluol. Extraktionsdauer fiir a) bis ce) 4 Stunden, 
fiir d) 24 Stunden. Ansiitze fiir 5 cem Extrakt. Spaltungszeit: 2 Stdn. 
Ergebnis: a) 5,35, b) 4,10, ¢) 0,00, d) 0,32 cem n/10-NaOH. 

Glycerinausziige aus Organen, die nach der Methode von 
R. Willstatter und EK. Waldschmidt-Leitz!) mit Aceton— 
Ather getrocknet sind, ergeben eine fast véllige Vernichtung 
des Enzyms. Offenbar ist das Enzym gegen diese Vorbehand- 
lung empfindlich. 

Versuch 2. 800g Leberbrei mit Aceton—Ather getrocknet ergeben 
74g von Bindegewebsteilen abgesiebtes Organtrockenpulver (80g un- 
gesiebt). 9,25 g Organtrockenpulver (entsprechend 100g frischem Leber 
brei) werden mit 200ccm 87°/,igem Glycerin, 0,15°), NH, enthaltend 
extrahiert. Ansatz mit 10cem Glycerinauszug. Spaltung nach 24 Stdn. 
0,51 eem n/10-NaOH. 24 Stundenwert eines iiblichen Glycerinrohauszugs 
aus ungetrocknetem Brei derselben Leberprobe = 25,20cem n/10-NaOH. 


2. Einwirkung von Hemmungsstoffen auf die enzy- 
matische Spaltung. 
A. Hemmung durch Glycerin. 

Fiir priparative Vornahmen war es wichtig, zu erfahren, 
welchen KinfluB Anderungen des Bestimmungsansatzes haben. 
Die bei vielen anderen Fermenten bekannte ‘l'atsache der 
Hemmung durch Glycerinzusatz zeigt sich auch bei der Nucleo- 
tidase. Aus dem oben mitgeteilten Versuch 2 mit Extraktion 
aus T'rockenpulver errechnet sich eine Glycerinkonzentration 
der iiblichen Rohausziige von 61°/,. Der folgende Versuch 3 
zeigt den hemmenden Kinflu8 bei verschiedener Glycerin- 
konzentration des Ansatzes. 

Versuch 3. Leberprobe 14. a) 5,0 cem Glycerinextrakt; 5,0 eem 
Wasser; 10,0 ecm n/i-Ammoniak-~Ammonchloridpufler 1:1; 20 cem 
nucleinsaures Natrium 4°/,ig. b) analog aber anstatt 5 cem Wasser 
5,0eem Glycerin 61°/,ig. Nach einer Stunde bestimmt: a) 6,40, b) 5,28 ecm 


n/10-NaOH. 


' R. Willstitter u. E. Waldsechmidt-Leitz, Diese Zs. Bd. 125, 
S. 182 (1922/28), 
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Demgemiib ist die Kinhaltung einer konstanten Glycerin- 
konzentration von 17°/, im Bestimmungsansatz zu beachten. 
B. Einwirkung von Athylalkohol. 

In der Arbeit von Levene iiber Nucleosidase!) wird zur 
Reinigung des Ferments Adsorption an EKisenhydroxyd aus 
athylalkoholischer Lésung benutzt. Kine enzymhemmende bzw. 
schiidigende Wirkung von Alkoholzusatz kinnte bei der Uber- 
tragung seiner Versuchsanordnung auf unsere Fragestellung 
zu Tauschungen itiber den wahren Enzymgehalt bei priapara- 
tiven Arbeiten fiihren. In der Tat bewirkt Athylalkoholzusatz 
in einer Konzentration, die in genannter Arbeit als optimal 
bezeichnet ist, eine fast véllige Unterdriickung der Ferment- 
wirkung (siehe Versuch 4), ob durch Fermentzerstérung oder 
Hemmung, bleibt dahingestellt. 

Versuch 4. Leberprobe 12. a) 20,0 cem Glycerinauszug mit 
8,0 cem Wasser verdiinnt; b) 20,0 cem Glycerinauszug mit 4,0 cem 
Wasser, 4,0 cem 96°/,igen Athylalkohol verdiinnt. Ansiitze mit 7,0 cem 
Lésung a) und b). Nach einer Stunde bestimmt: a) 2,59, b) 0,16 cem 
»/10-NaQOH. 

3. Adsorptionsverhalten. 

Gepriift wurde die Adsorptionsfihigkeit von Aluminium- 
hydroxyd C,, Kaolin, Kiselgur, Kisenhydroxyd in Form des 
Ferrum oxyd. dialys., und in Bereitung nach Willstitter?), 
schlieBlich Berylliumhydroxyd bei verschiedener Reaktion der 
Ausgangslésung und aus unverdiinntem und doppelt verdiinntem 
Extrakt. Als bestes Adsorptionsmittel erwiesen sich Kisen- 
hydroxyd in beiden oben angegebenen Formen und Beryllium- 
hydroxyd. Im giinstigsten Falle konnte eine Adsorption bis 
zu 50°/, aus Glycerinauszug, der auf das Doppelte verdiinnt 
war, erzielt werden. LElutionsversuche mit verdiinntem Am- 
moniak bzw. verdiinnter Essigsiiure brachten keine brauch- 
baren Resultate. Phosphatlésungen als Elutionsmittel konnten 





1) Levene u. A.M. Yamagawa u. J. Weber, Journ. of Biol. 
Bd. 60, S. 693 ff. (1924); Levene u. Weber, a. a. O. S, 707. 

2) R. Willstitter, H. Kraut und W. Fremery, Chem. Ber. 
Bd. 57, S. 1491—1501 (1924). 
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selbstverstiindlich nicht angewandt werden. Wir verzichten 
auf eine Wiedergabe der ausgedehnten Versuche im einzelnen, 
weil sie fiir praparative Arbeiten ohne Bedeutung geblieben 
sind, und weil wir in der im folgenden mitgeteilten Methode 
einen Weg fanden, der zu einer Reinigung und Konzentrierung 
des Enzyms gefiihrt hat. 


4+, Reinigung des Enzyms durch Fiallung beim iso- 
elektrischen Punkt. 


Durch Ansiuern der Glycerinausziige mit Essigsiiure ge- 
lingt es, bei p,,4,7 eine KiweiBfraktion auszutallen, die den 
gesamten Fermentgehalt des Glycerinauszuges enthilt. Durch 
Lésen der Fiallung mit verdiinnter Natronlauge bis zu einer 
Wasserstoffzahl von p,,8,7 kann man das Enzym in konzen- 
trierterer Form erhalten, als es in den Rohausziigen vorliegt, 
da man mit wenig Lisungsmittel auskommt. Gleichzeitig wird 
eine Krhohung des Reinheitsgrades bewirkt, denn die ver- 
bleibende Restlésung enthilt noch einen erheblichen Anteil 
von nicht gefilltem Kiweib. 

Versuch 6. In 8 Portionen von 15,0 cem Glycerinauszug (ent- 
haltend 1,41 H.N.-(e)) wurden je 15,0cem einer Lésung folgender Zu- 
sammensetzung: 0,03ccem Essigsadure 50°/,ig; 13,0cem Wasser und 2,0cem 
n/l-Acetatpuffer von p,,4,7 durch schnelles Pipettieren zugegeben. 
Die gebildeten unter sich identischen Niederschliige wurden mit der 
Zentrifuge abgeschleudert und wie folgt weiter behandelt: Niederschlag 
a) und b) wurden einmal, Niederschlag ¢) zweimal mit 48,0 ecm Wasser 
+ 2,0 cem Acetatpuffer von p,,; 4,7 im Zentrifugenglas gewaschen. Siimt- 
liche Niederschlige wurden mit so viel verdiinnter Natronlauge geldst, 
daB sich ein p, von 8,7 einstellte und die Lésung zu einem Volumen 
von 15,0eem aufgefiillt. Mit je 5,0cem von a), b) und ¢) wurden 
folgende Ansiitze gemacht: 


Ansatz mit Glycerin fiir die Lésung des einmal gewaschenen Nieder- 
schlages a). 


a) 20,0 cem nucleins, Natrium 4°/, (py 8,7) 
10,0 ,, Glycerin 61°/, 
2,5 ,, 4n-Ammoniak—Ammonchloridpuffer 1:1 
2,5 ,, Wasser 
5,0 ,, Lésung a). 
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Ansatz ohne Glycerin fiir die Lésung des einmal gewaschenen Nieder- 
schlages b). 
b) 20,0 cem nucleins. Natrium 4°/) (pj; 8,7) 
10,0 ,, n/l-Ammoniak-Ammonchloridpuffer 1: 1 
5,0 ,, Wasser 
5,0 ,, Lésung b). 


Ansatz mit Glycerin fiir die Lésung des zweimal gewaschenen Nieder- 
schlages ¢). 


ce) Analog a) nur mit Lésung c). 


Nach 1Stde. 1, N.-(e) Nach 24 Stdn. 
cem n/10-NaOQH “**"\“? eem n/10-NaOH 


ee ee ck SRS BH 2,66 1,41 13,52 


Restlésung . ..... 0,16 0,02 — 
Einmal gewaschener Nieder- 

schlag. Ansatz mit Glycer. a) 2,80 1,48 15,80 
Einmal gewaschener Nieder- 

schlag. Ansatz ohne Glycer. b) = 4,30 2,16*) 12,60 
Zweimal gewaschener Nieder- 

schlag. Ansatz mit Glycer. c) 2,40 1,32 12,60 


*) Als ,,scheinbare H.-N-(e)“ bezeichnet, weil der Bestimmungs- 
ansatz entgegen der itiblichen Methodik ohne Glycerin bereitet wurde. 


Aus dem Versuch 6 ist abzulesen: 


1. Das Ferment ist quantitativ niedergeschlagen, die Rest- 
lésung enthalt kein Ferment mehr. 

2. Zweimalige Waschung des Niederschlages bewirkt einen 
Fermentverlust von 10,95°/,. Man erhalt aber auf schnelle 
Weise eine glycerinfreie Fermentlésung, was fiir bestimmte 
Fragestellungen von Wert ist. 

3. Die Fermentwirksamkeit ist durch Fortfall der Glycerin- 
hemmung auf 153°/, gestiegen. Diese Steigerung geht durch 
die fehlende stabilisierende Wirkung des Glycerins bei Aus- 
dehnung der Versuchsdauer auf 24 Standen wieder verloren, 
so daf nach dieser Zeit die Wirkung um ein Geringes hinter 
dem Wert der Ausgangslésung zuriickbleibt. 

Zur Feststeliung des erzielten Reinheitsgrades wurden in 
Fischblasen 3 Tage gegen Leitungswasser und 3 Tage gegen 
destilliertes Wasser dialysiert: 
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1. 15,0 cem Glycerinrohauszug. 

2. Der Niederschlag, der von 15,0 ccm Glycerinauszug dureh oben 
geschildertes Verfahren ausficl. 

Nach Abdampfen der Dialysate und Trocknung des Riickstandes 
bei 105° ergab 1. 0,7041 g und 2. 0,2308 g. 

Es sind somit 67,2°/, des Trockengewichts in der enzymfreien 
Restlésung verblieben. 

Aus den Werten des Trockenriickstandes von Ausgangs- 
lésung und Niederschlag wird fiir die Ausgangslésung die enzy- 
matische Konzentration bestimmt als H.N-(w) = 2,0 und fiir 
die Liésung des Niederschlags als H.N.-(w) = 6,4. 

Damit ist eine Steigerung des Reinheitsgrades der Nucleo- 
tidase auf das 3,2 fache erreicht. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLXXI. 19 








Die Spaltung des Oxyhamoglobins mit Pepsin-Salzsaure. 
Von 


K. Felix und A. Buehner. 


‘Aus dem Laboratorium der II. Medizin. Klinik Miinchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 4, September 1927.) 


Bei einer groBen Zahl von Proteinen scheinen Gliederung 
und Aufbau in wesentlicher Beziehung zur Spaltbarkeit mit 
Pepsin—Salzsiure zu stehen. Durch Bestimmung der frei- 
werdenden Gruppen kann man gewisse Aufschliisse erhalten 
iiber die Art, wie die Bruchstiicke miteinander vereinigt sind. 
Vielleicht spielen bei der Vereinigung die Aminosiuren mit 
mehreren Haftgruppen eine wichtige Rolle, und ein Vergleich 
der Ergebnisse an verschiedenen Proteinen, die sich durch iiber- 
wiegenden Gehalt an einer dieser Aminosiuren unterscheiden, 
kann ihre Bindungsart aufkliren. Solche Versuche wurden 
bereits an dem argininreichen Histon der Thymusdriise aus- 
gefiihrt, ihnen sollen nun die Ergebnisse an dem histidin- 
reichen Oxyhimoglobin gegentiber gestellt werden. Dieses 
Protein bietet auBerdem noch den Vorteil, daB es leicht und 
rein dargestellt werden kann. | 

Die Verdauung des Thymushistons mit Pepsin—Salzsiure 
bewirkte eine gleich groBe Zunahme an sauren und basischen 
Gruppen und eine Abspaltung von Lysin. Ein Teil der basi- 
schen Gruppen war freie Aminogruppen und entsprach der 
Menge des abgespaltenen Lysins. Die iibrigen basischen Gruppen 
konnten Guanidin-, Imidazol- und Prolin-iminogruppen sein. 
Es wurde vermutet, daB es Guanidingruppen sind.’) 

Hinsichtlich der Beteiligung des Imidazolrings des Histidins 
bestehen verschiedene Ansichten. O. GerngroB*) halt sie 
nicht fiir wahrscheinlich, da der an der Imidogruppe des 
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Imidazolringes benzoylierte Histidinester sehr zersetzlich ist. 
F. Haurowitz dagegen rechnet auf Grund von Versuchen par- 
tieller Spaltung desGlobins mit einer Bindung des Imidazolringes.*) 

Wir haben das Oxyhimoglobin nach der Methode von 
M. Heidelberger’) aus Pferdeblut dargestellt und zuniichst 
am unverinderten Protein die freien basischen und sauren 
Gqruppen bestimmt. Der freie Aminostickstoff betrug in unseren 
Priiparaten im Mittel 6,82°/, vom Gesamtstickstoff; van Slyke 
fand einen etwas niedrigeren Wert 6°/,.°) Elektrometrische 
Messungen ergaben, daB auf 100 Atome Stickstoff 15,6 Aqui- 
valente Siiure und 12,7 Aquivalente Lauge gebunden werden, 
wenn man bis zu p,, 1,57 bzw. 12,12 titriert. Nimmt man 
ein Molekulargewicht von 16660 mit 290 Atomen Stickstoff 
an, so wiirde nach unseren Messungen das Himoglobin 45 
basische und 37 saure Gruppen enthalten. Ph. St. Lewis 
fand unter Zugrundelegung des gleichen Molekulargewichtes 
24—25 basische und 16 saure Gruppen.’) Er ging bei seinen 
Titrationen nur bis p,, 2,047 und 10,38. 

Nach den Versuchen von R. Hill und H. F. Holden‘) 
dissoziiert das Himoglobin unterhalb p, 3 in Globin und 
Himatin. Da jedoch im Himatin nur unter bestimmten, hier 
nicht gegebenen Bedingungen eine basische Gruppe nach- 
gewiesen werden kann, so diirfen wohl fiir das Globin 45 basische 
Gruppen angenommen werden. Die Dissoziationsgrenze im 
alkalischen Bereich ist von den Autoren nicht genau fest- 
gelegt worden. Bei p,, 10 ist die Vereinigung der beiden Kom- 
ponenten noch nicht wesentlich beeintrichtigt. Unter der Voraus- 
setzung, daf bei p,, 12 eine Dissoziation eingetreten ist, wiirden 
dann 85 saure des Globins anzunehmen sein. 

Es ist méglich, daB auch unseren Messungen einige Gruppen 
mit sehr niedrigen Dissoziationskonstanten entgangen sind. 
Aber gro8 kann der Fehlbetrag nicht sein, wie sich aus einem 
Vergleich mit den Resultaten der Analysen von EK. Abder- 
halden') und W. Hausmann®) ergibt. Danach enthalt das 
Globin in Gewichtsprozenten 5,4 Arginin, 4,3 Lysin und 11,0 
Histidin. Das Molekulargewicht des Globins wiirde nach Abzug 


des Hiimatins (633) 16027 betragen. Das Globin enthielte 
| 19* 
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somit rund 9 Molekiile Arginin, 7 Molekiile Lysin und 18 Mole- 
kiile Histidin.*) Nach unseren Versuchen kommen dazu 19 freie 
Aminogruppen, in denen die endstindigen des Lysins ent- 
halten sind. Unter der Voraussetzung, daB die Guanidin- 
gruppen des Arginins und die Imidazolkerne des Histidins alle 
frei sind, wiirde das Globin nach der Analyse 46 basische Gruppen 
enthalten, ein Wert, der vom titrierten nicht sehr abweicht. 

Nach unseren Messungen enthilt das Globin mehr freie 
Carboxyle als freie Aminogruppen, sie verhalten sich etwa wie 
4 zu 7, was durch einen entsprechenden Gehalt an Amino- 
dicarbonsiuren erklirt werden kénnte. Aber die Baustein- 
analyse gibt uns dafiir keinen Anhalt. Nach E. Abderhalden 
enthalt das Globin rund 7 Molekiile Asparaginsiure und drei 
Molekiile Glutaminsiure. Nach H. Thierfelder?!®) sind die 
zweiten Carboxyle der Dicarbonsiuren amidiert und kimen 
fiir das Basenbindungsvermégen nicht in Betracht. Das von 
W. Hausmann bei der Hydrolyse gefundene Ammoniak 
(13 Molekiile) wiirde dafiir leicht ausreichen. Aber es ist zu 
bezweifeln, daB das bei der Saiurehydrolyse freiwerdende Am- 
moniak wirklich nur den Siureamidgruppen entstammt. 

Wir haben nun verschiedene spektroskopisch einwandfreie 
Praparate von Oxyhiamoglobin mit Pepsin—Salzsiure verdaut, 
die Zunahme des Bindungsvermégens fiir Siuren und Basen 
und des freien Aminostickstoffs nach van Slyke bestimmt. 
Auf 100 Atome Stickstoff bezogen betragen diese Zunahmen: 


Basische Gruppen (Zunahme des Bindungsvermégens fiir Siiuren) . 
Saure ” ( ” ” ” » Basen 
Freie Aminogruppen 


,0 


oo 
‘ 

~~ 
4 

7 


yo 
oO 


Es werden also saure und basische Gruppen in gleicher 
Menge frei. Der Zuwachs an freien Aminogruppen deckt den 
an basischen Gruppen vollkommen, und es scheinen neben 
freien Aminogruppen keine anderen basischen Gruppen frei zu 
werden. Eine Beteiligung des Imidazolringes in gréferem 
Umfang ist somit nicht wahrscheinlich. 





*) M. T. Hanke und K. K. Koessler (Jl. of biol. Chem. Bd. 43, 
S. 527 (1920)) finden mit ihrer kolorimetrischen Methode einen niedrigeren 
Wert fiir Histidin 8,8°/,, der nur 15 Molekiilen entspricht. 
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Experimenteller Teil. 


I. Darstellung und Eigenschaften der Praparate. 


Wir haben das Verfahren von M. Heidelberger, das 
einfach ist und eine gute Ausbeute liefert, gewaihlt. Die Kry- 
stalle wurden noch zweimal umkrystallisiert. Ofteres Um- 
krystallisieren ist nicht zweckmiBig, da man jedesmal grobe 
Verluste hat. Unsere Ausbeute betrug etwa 50—60 g aus 
1 Liter. Jede Portion wurde von Herrn Dr. Loewe in freund- 
licher Weise spektrophotometrisch untersucht. Die Absorp- 
tionskoeffizienten betrugen fiir die Wellenlingen 538,5 uu und 
560 uu im Mittel 0,0011076 bzw. 0,0017752. Die daraus be- 
rechneten Hiifnerschen Quotienten lagen zwischen 1,513 und 
1,656. Wir verwandten nur spektroskopisch einwandfreie Prii- 
parate. Geringe Anderungen traten schon durch Trocknen 
oder Behandeln mit Alkohol ein. Wir haben deswegen die 
Praparate feucht aufbewahrt. 

Die Krystalle waren bald rhombische Platten bald pris- 
matische Nadeln. Sie lésten sich leicht in 0,02 n-Sodalésung, 
etwas schwerer in Wasser. Durch Alkohol und Ather wird 
das Oxyhimoglobin denaturiert und fast vollkommen unléslich. 

Der freie Aminostickstoff betrug, nach dem van Slyke- 
schen Verfahren bestimmt, wobei jeweils 20 Minuten geschiittelt 
wurde 6,816°/, vom Gesamtstickstoff (Mittel aus 8 Bestimmungen). 

Das Bindungsvermégen fiir Siuren und Basen haben wir 
in der gleichen Weise wie beim Histon bestimmt.”?) Es wurde 
eine etwa 2°/,ige Liésung in 0,02 n-Sodaliésung bereitet, deren 
genauer Gehalt durch eine Stickstoffbestimmung nach Kjel- 
dahl ermittelt wurde. Wir nahmen als Stickstoffgehalt den 
Durchschnittswert von 17,4°/, an. Von dieser 2°/, igen Hiimo- 
globinlésung wurden jeweils 15 ccm mit 15 ccm Siure oder 
Lauge verschiedener Konzentrationen gemischt. Die Konzen- 
tration der Siuren und Laugen driickten wir in Millimol pro 
Liter dieser Mischung aus. Die Konzentration des Himo- 
globins in dieser Mischung war dann rund 1°/,. In ihnen wurde 
das p,, elektrometrisch mit der Platin—Wasserstoffelektrode 
bei 18° gemessen. In derselben Weise haben wir 15 ccm der 
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0,02 n-Sodalésung mit 15 com Siéure oder Lauge gemischt, 
das p,, wieder bei 18° gemessen, die Werte in eine Kurve 
eingetragen und aus ihr zu jeder gemessenen Wasserstoff- 
ionenkonzentration der Himoglobinmischung die gleiche in der 
Sodamischung aufgesucht. Die Differenz der Konzentrationen 
der beiden Mischungen entspricht dann der vom Protein ge- 
bundenen Saure oder Lauge. Der Wert wurde dann noch auf 
100 Atome Himoglobinstickstoff umgerechnet. Aus der Stick- 
stoffbestimmung in der 2°/, igen Loésung ergibt sich wieviel 
Kubikzentimeter 0,1 n-Salzsiiure der Stickstoff in 1 Liter der 
Mischung dquivalent ist. Ferner entspricht 1 Millimol Salz- 
siure und Natronlauge 10 ccm der 0,ln-Lésungen. Diese 
Zahlen dividiert durch die aus der Kjeldahlbestimmung er- 
rechneten geben dann mit 100 multipliziert die pro 100 Atome 
Stickstoff gebundenen Aquivalente Siiure oder Lauge. 


Titration einer ungefihr 0,02 n-Sodalésung. 
1. Mit Salzsiure. 


























Millimol HCl is Millimol HCl pam 
pro Liter Pir pro Liter ign i 
Mischung Mischung Mischung Mischung 

0 10,80 20,0 1,98 
25 9,78 22.5 .° 2. 
5 8,55 25 1,80 
7,5 8,21 30 1,65 
10 7,27 35 1,57 
12,5 2,57 40 1,51 
15 2,30 45 1,46 
17,5 2,09 50 1,41 
2. Mit Natronlauge. 

Millimol NaOH _ | Millimol NaOH 

pro Liter Pa ee pro Liter Pu der 


Mischung | Mischung Mischung Mischung 


10,80 10 11,97 


0 
2.5 11,11 12,5 12,1 
11,40 15 12,13 











5 
7,5 11,65 17,5 (12.09) 
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Titration des Oxyhimoglobins mit Salzsiiure. 


Von der 2°/ 


10 


igen Hb-Lésung verbrauchten 10 cem 20,00 cem 0,1 n-HC! 
bei der N-Bestimmung. 





j. 





“Millimol HCl — 


pro Liter 
Mischung 


35 

















2. 3. 4. 
Py der Millimol HCI pro Differenz 
Mischung ae 8 Soda von 3.—1. 

_ gleichen py clint 

9,65 

8,75 

7,83 

7,45 

6,86 

4,97 10,83 1,67 

4,35 11,27 8,73 

3,83 11,6 5,90 

3,36 11,95 8,05 

2,89 12,27 10,23 

2,57 12,5 12,50 

2,20 16,0 14,00 

1,94 21,45 13,55 


Da noch keine konstante Differenz bei diesem Versuch erreicht 
ist, haben wirihn wiederholt und weiter in den sauren Bereich gefiihrt. 


4 


Von der 2°/, igen Hb-Lésung brauchten 10 cem 20,00 cem 0,1 n-HCl bei 


der 








1. 


» 











Millimol HCl 
pro Liter 
Mischung 





Py der 
Mischung 
8,91 

7,88 
2,56 
2,37 
2,18 
2,06 
1,93 
1,85 
1,79 
1,77 
1,66 
1,62 
1,57 





N-Bestimmung. 
3. 4, 

Millimol HCl 

pro Liter in Differenz 

Soda von —_ 

gleichem py 
12,5 12,5 
14,3 13,2 
16,3 18,7 
18,1 14,4 
21,9 13,1 
24 18,5 
25,3 14,7 
26 16,5 
29,6 15,4 
31,9 15,6 
35 15,0 





5. 
Auf 100 N 
werden ge- 


bunden 
(Mittel) 
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Dieser Versuch zeigt, daB erst von p,, 1,77 ab die basi- 
schen Gruppen des Hiamoglobins vollstandig mit Siure ge- 
sattigt sind. Noch weiter in den sauren Bereich zu gehen 
hielten wir nicht fiir zweckmiBig, weil dann die Werte etwas 
unsicherer werden, indem fir eine kleine Anderung im p,, eine 
relativ groBe Anderung in der Konzentration erfolgen muB. 


Titration des Oxyhimoglobins mit Natronlauge. 


5. 
Von der 2°), igen Hb-Lésung verbrauchten 10 cem 20,3 cem 0,1 n-HCl 
bei der N-Bestimmung. 











ze. 2. 3. 4, 3. 
Millimol Millimol Auf 100 N 
NaOH pro der NaOH pro Differenz werden ge- 
eee Bi Liter in Soda ; 
Liter Mischung | yon gleichem 1.—3. bunden 
Mischung Py (Mittel) 
0 9,34 
2,5 9,93 
4) 10,20 
7,5 10,67 
10 11,02 1,3 8,3 
12,5 11,19 8,2 03 
15 11,51 5,0 10,0 ) 
17,5 11,65 1.5 10,0 














Von der 2°/,igen Hb-Lésung verbrauchten 10 cem 20,5 cem 0,1 n-HC! 
bei der N-Bestimmung. 


0 9,34 

15 11,46 5,5 9.5 

17,5 11,69 7,7 9,8 

20 11,86 9,1 10,9 

22,5 11,94 9,8 12,7 

25 12,09 12,0 13,0 wie 
27,5 12,12 15,0 12,5 " 














Auch hier ist bei der ersten Titration, die nur bis p,, 11,65 
ging die Sattigungsgrenze nicht erreicht; erst von p,, 11,94 
an bleibt die Menge der gebundenen Lauge konstant. 
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II. Verdauung mit Pepsin—Salzsaure. 


Wir haben eine etwa 4°/,ige Lésung von Hamoglobin 
bereitet und mit Salzsiiure auf das notwendige p, = 2 ge- 
bracht. Dann wurde sie in 2 Hilften geteilt und zur einen 
Halfte auf 10 g Protein und 1 g Pepsin in Lamellen von 
Merck gegeben. Wir lieBen beide Proben 2—4 Tage bei 38° 
stehen. ine lingere Verdauung schien uns nicht zweck- 
mibig, selbst wenn unter unseren Bedingungen die Ver- 
dauung nicht ganz zu Ende gegangen sein sollte, da wir 
kein Antiseptikum verwenden konnten wegen der Vergiftung 
der Platinelektrode. Nachher haben wir die der Salz- 
siure Aquivalente Menge Natronlauge zugesetzt und so weit 
verdiinnt, daB die Lésungen wieder 2°), Himoglobin ent- 
hielten. In beiden Proben wurde dann, wie oben be- 
schrieben, das Bindungsvermégen fiir Siiuren und Laugen 
gemessen. Die Differenz zwischen den Werten fir das 
verdaute Hiaimoglobin und denen fiir das unverdaute, das 
mit Salzsiure allein gestanden hat, gibt dann den Zuwachs 
an basischen und sauren Gruppen an, den wir wieder auf 
100 Atom Stickstoff beziehen. Da beide Proben ganz gleich 
behandelt worden sind, Salz und EiweiBgehalt in beiden die 
cleichen sind, glauben wir auf diese Weise den Wasserstoff- 
ionenfehler weitgehend ausgeschaltet zu haben. 


Titration mit Salzsiiure. 


4. 


Von der 2°/, Hb-Lésung verbrauchten 10 cem 24,2 cem 0,1 n-HCl bei 


der N-Bestimmung. Dauer der Verdauung 3 Tage. 


Werte fiir das Salzsiiure-Himoglobin. 





Millimol Hv} 
pro Liter 0 12325] 5 
Mischung 


-1 
qt 
— 
| 
~ 

qa 
bo 
ei | 
t 

~ 
2 


27,5] 30 [32,5] 35 1387.5] 40 


Dy der 


Ht 6,86 | 4,84 | 4,05 | 3,99 | 3,60 | 2,15 | 2,10 | 2,03 | 1,99] 1,96 | 1,91 | 1,88 
Misehung , , ; ; 
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Werte fiir das verdaute Hiimoglobin. 








‘ 


Millimol HCl 


pro Liter 
Mischung 





2, 
Po der 
Mischung 


7,13 
6,82 
6,3 

5,11 
4,77 
2,91 
2,64 
2,46 
2,31 
2,15 
2,08 
1,99 
1,96 
1,93 
1,89 


gleichem py; 








3. 


Millimol HCl 


in HC]-Hb von 


30 
32,5 
35 
37,5 
40 





Differenz 
1.—3. 





Ds 


Zunahme 
auf 400 N 
(Mittel) 


10 ccm des Salzsiure—Himoglobins gaben nach van Slyke 
2,0285 mg = 6,33 °/, freien Amuinostickstoff, 10 ccm des ver- 


dauten 4,59 mg = 13,66°/,. Die Zunahme betrigt 7,33 °/ 


8. 


/o° 


Von der 2°/, Hb-Losung verbrauchten 10 ccm 24,3 cem 0,1 n-HCl bei 


der N-Bestimmung. 


Dauer der Verdauung 4 Tage. 


Werte fiir das Salzsiure-Himoglobin. 





Millimol HCl 
pro Liter 
Mischung 


Py der 
Mischung 














2,21 


32,5 


2,15 | 2,03 











Co 


40 


-t 
“oye 


1,95 
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Werte fiir das verdaute Hiimoglobin. 








z. 2. 3. 4, °. 
Millimol HCl Dey der Millimol HCl Piiieneen Zunahme 
pro Liter in HCl-Hb von auf 100 N 
Mischung Mischung gleichem py, iti (Mittel) 
0 6,91 
10 4,60 
15 3.77 
20 3,23 
25 2,75 
0 2,64 
32,5 2,36 
35 231 
37,5 2,24 
40 2,10 33 7 
42.5 2,03 35 7,5 
45 1,93 31,5 7,5 6,2 
7,5 

















50 1,86 42,5 


10 com des Salzsture—Hamoglobins gaben nach van Slyke 
2,612 mg = 8,99 °/,, 10 com des verdauten 5,123 mg = 15,25 °/, 
Zunahme 6,26 °/.. 


9. 


Titration in verschiedenen Stadien der Verdauung. 


Von der 2°/, Hb-Lésung verbrauchten 10 cem 29,6 cem 0,1 n-HC! bei 
der N-Bestimmung. 


Werte fiir das Salzsiure-Hiimoglobin. 














Millimol HCl 
pro Liter 32,5 35 37,5 40 45 50 
Mischung 
PH der 9 99 9 9 7 
al 2,41 2,21 211 2,00 1,81 1,71 




















Die Werte fiir das Salzsiure—Hiimoglobin haben sich in 
der Verdauungszeit nicht geindert. 
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Werte fiir das verdaute Himoglobin. 











Re 


Millimol HC! 
pro Liter 
Mischuug 


Py der 
Misehung 


1,90 
1,83 
1,76 


1,72 


2,10 
2,00 
1,90 
1,85 


2 40 
2.21 
2.11 
2.00 











Millimol HCl 
in HCl-Hb von 


gleichem py, 


nach 2 Stdn. 
42.5 
45 
AT.5 
50 


nach 24 Stdn. 


37,9 
40 
42.5 
44 


nach 96 Stdn. 


32,5 
35 
37,é 
0,0 








4, 5. 
Differenz Zunahme 
auf 100 N 
vii. (Mittel) 
2 
> 
= 3.9 
») 
6 
10 
10 
LO 6,9 
10 





10 cem des Salzsiure—Himoglobins gaben nach van Slyke 
2,73 mg = 6,47 °/, Aminostickstoff, 10 com des verdauten nach 
2 Stunden 3,46 mg=8,34°/,, nach 24 Stunden 5,08 mg = 12,25°/,, 


nach 96 Stunden 6,45 mg 


— 
ee 


5,78 und nach 96 Stunden 6,53 °/). 
eine geringe, noch nicht titrierbare Spaltung eingetreten. Weiter 
nehmen basische Gruppen und freie Aminogruppen in gleichem 


MaBe zu. 


14,87 9. 


Titration mit Natronlauge. 


10. 


Werte fiir das Salzsiiure-Himoglobin. 


Zunahme nach 24 Stdn. 
Nach 2 Stunden ist erst 


Ansatz und Dauer der Verdauung wie bei 7. 





Millimol NaOH 


pro Liter 
Mischung 





Py der 
Mischung 








11,29 








20 








22.5 


12.00 | 12,07 
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Werte fiir das verdaute Himoglobin. 
 o 2 3. 4, D. 
Millimol NaOH Millimol NaOH . Zunahme 
Py der Differenz 
pro Liter Miscl in HCl-Hb von i" auf 100 N 
Mischung misenuns | gleichem py iaiiilies (Mittel) 
0 7,13 
9 8,34 
10 9,76 
15 10,71 
17,5 11,02 
20 11,29 15 A 
92.5 11,54 16 6,5 
25 11,74 17 8 
27,5 11,90 18 9.5 
30 11,92 20 10 
$2.5 12,00 22,5 10 8,25 
35 12,08 | 25 10 
en 
Ansatz und Dauer der Verdauung wie bei 8. 
Werte fiir das Salzsiiure-Hamoglobin. 
Millimol NaOH 
pro Liter 0 17,5 20 22,5 25 27, 
Mischung 
Py der 7,38 11,82 11,91 | 12,01 | 12,05 | 12,15 
Mischung | ' | 
Werte fiir das verdaute Hiimoglobin. 
ie 2. 3. 4, 5. 
Millimol NaOH Millimol NaOH ‘ Zunahme 
Pu der |. Differenz 
pro Liter Mine) in HCI-Hb von 7 auf 100 N 
Mischung MUSCOUNDS | gleichem py is (Mittel) 
0 6.91 
22,9 11,43 
25 11,64 
27,5 11,81 17,5 10 
30 11,91 20 10 
32.5 12,03 22.5 10 kan 
85 12,08 26 9 
37,5 12,19 28 9,5 














bo 
(o 6 
QD 
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12. 


Ansatz und Verdauung wie bei 9. 


Werte fiir das Salzsiiure-Himoglobin. 


















































Millimol NaOH 
pro Liter 20 22,5 25 27,5 30 32,5 
Mischung 
A. 11,72 11,88 | 12,00 | 12,07 | 12,16 | 12,19 
> 2. 3. 4. 3. 
Millimol NaOH Dey der Millimol Na0QH a Zunahme 
pro Liter ; in HCl-Hb von auf 100 N 
Misehung aliachung gleichem py; sills (Mittel) 
nach 2 Stunden 
27,5 12,07 27,5 
30 12,16 30 
32.5 12,18 32.5 . . 
35 12,23 35 
nach 24 Stunden 
27,5 11,86 22.5 5 
30 12,00 25 5 
32.5 12,10 28 4,5 3 4 
35 12,21 -— - 
nach 96 Stunden 
27,5 11,61 18 9,5 
30 11,71 20 10 | 
32.5 11,84 22 10,5 “re 
35 11,98 24 li 








Vergleicht man die zusammen gehérenden Titrationen 


\ 


(7 und 10, 8 und 11, 9 und 12) mit Siure und Lauge, so er- 


gibt sich, daB der Zuwachs an sauren und basischen Gruppen 
gleich groB ist, ausgenommen die beiden Versuche 8 und 11. 
Wir glauben, daB dieser Unterschied keine wesentliche Be- 
deutung hat, sondern durch die Methode und das Material 


bedingt ist. 


Manchmal flockt das Haimin aus und stort die 


Messung. Ferner ist zu beobachten, daf die verdaute Lésung 
wie beim Histon saurer ist als die unverdaute, obschon gleich- . 
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viel saure und basische Gruppen frei geworden sind. Ks sind 
eben die Carboxyle der Peptone stiarker dissoziiert als die des 
unverdauten Proteins. 

Wir haben noch Vorversuche fiir die praiparative Trennung 
der Pepsinverdauungsprodukte ausgefiihrt und gefunden, daf 
iihnlich wie beim Histon verschieden zusammengesetzte Produkte 
entstehen, woriiber spiiter berichtet werden wird. 


Die Arbeit wurde mit Mitteln der Notgemeinschaft der 
deutschen Wissenschaft ausgefiihrt. Wir méchten auch an 
dieser Stelle unseren Dank fiir die Gewihrung der Mittel aus- 
sprechen. 
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Fraktionierte enzymatische Hydrolyse des Histons. 


Von 
Ernst Waldschmidt-Leitz und Gerhard Kiinstner. 


(Vierte Mitteilung tiber enzymatische Proteolyse.) 


(ASS dem Chemischen Laboratorium der Bayerischen Akaiemie der Wissenschaften 
in Miinchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 17. September 1927.) 


Theoretischer Teil. 


Die Anwendung einheitlicher Enzyme zum fraktionierten 
Abbau von Proteinen gewahrt neue Einblicke in die struk- 
turelle Anordnung ihrer Bausteine. Am Beispiel eines Prot- 
amins, des Clupeins aus Heringsmilch, haben EK. Wald- 
schmidt-Leitz, A. Schaffner und W.Grassmann}) gezeigt, 
daB die hydrolytischen Leistungen der einzelnen, an seinem 
Abbau beteiligten Proteasen einfache ganzzahlige Verhiltnisse 
zueinander aufweisen und daB der gesamte ProzeB seiner 
hydrolytischen Aufspaltung in der Liésung von Peptidbindungen 
besteht. Auch die fraktionierte Hydrolyse eines héhermole- 
kularen Proteins, des Caseins?”), fiihrte zu &bnlichen Ergeb 
nissen hinsichtlich der quantitativen Beteiligung der einzelnen 
Proteasen, wenngleich der Abbau kein vollstindiger war; die 
gesicherte Erfassung der einzelnen Stufen des enzymatische 
Abbaus wird im Fall solcher héhermolekularen Proteine durcli 
die hemmende Wirkung von Spaltprodukten erschwert, zu 
deren Uberwindung es zu groBer Enzymmengen oder unver- 


1) Diese Zs. Bd. 156, S. 68 (1926). 
*) E. Waldschmidt-Leitz u. E. Simons, Diese Zs. Bd. 156 
S. 99 (1926). 
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hiltnismibig langer Hinwirkungsdauer bedarf.') Hemmungs- 
erscheinungen dieser Art fallen bei der Hydrolyse der Prot- 
amine gar nicht, bei der des Histons, die wir hier beschreiben, 
viel weniger ins Gewicht. 

Neben den Protaminen verdienen unter den einfacheren 
EKiweibkérpern die ihnen verwandten Histone, mit denen sie 
den tberwiegend basischen Charakter gemeinsam haben, be- 
sonderes Interesse; sie unterscheiden sich von jenen einmal 
durch eine kompliziertere Zusammensetzung, die Beteiligung 
einer gréBeren Anzahl von Aminosiiuren, sodann durch das 
Verhalten gegeniiber enzymatischem Angriff, ihre Spaltbarkeit 
durch Pepsin auf der einen, ihre Unangreifbarkeit durch 
enterokinasefreies Trypsin auf der anderen Seite. Die Histone 
haben daher als die einfachsten Vertreter der héhermolekularen 
Proteine zu gelten, mit denen sie, wie man annahm, gewisse 
strukturelle Besonderheiten teilen sollten. So ist vor allem 
aus Erfahrungen iiber die peptische Hydrolyse des Histons 
von K. Felix’) die Vorstellung abgeleitet worden, daB am 
Aufbau dieses Proteins im Gegensatz zu dem der Protamine 
auch die Guanidingruppe des Argininrestes, sowie die s-Amino- 
gruppe des Lysins beteiligt sei; es schien, als sei die spezifische 
Aufgabe des Pepsins beim Abbau des Histons wie anderer Pro- 
teine in der Sprengung solcher Siureamidbindungen zu suchen. 

Die Wirkungsweise des Pepsins bei der Proteolyse ist 
indessen keine eigenartige; sie kommt, wie wir zeigen konnten’), 
lediglich in der Auflésung gewohnlicher Peptidbindungen zum 
Ausdruck, erkennbar an einem gleichmifigen Zuwachs von 
Carboxyl- und «-Aminogruppen. Der Wirkungsbereich des 
Pepsins beim fraktionierten Abbau des Histons, der etwa 
‘/,9 der bei vollstindiger Hydrolyse lésbaren Bindungen um- 





') Vel. E. Waldschmidt-Leitz u. E. Simons, a.a.O. und zwar 
S. 102 (1926); H.H. Weber u. H. Gesenius, Biochem. Zs. Bd. 187, 
S410 (1927). . ; 

) Diese te. Bd. 120, S. 94, und zwar S. 97 (1922); Bd. 146, S. 103 
und zwar S§. 110 (1925); K. Felix u. A. Harteneck, Diese Zs. Bd. 165, 
S. 103, und zwar S. 108 (1927); vgl. A. Kossel u. F. Weiss, Diese Zs. 
Bd.-84, S. 1 (1913). 

8) E. Waldschmidt-Leitz u. G. Kiinstner, Diese Zs., im Druck. 
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faBt, steht zur Leistung anderer Enzyme, wie wir nach- 
stehend tabellarisch belegen, in einfachen Verhialtnissen, 
auch ergibt sich aus unseren Versuchen, daB sich seine 
Wirkung ersetzen lift, sei es bei alleinigem Abbau durch 
pankreatische Enzyme, sei es unter Einschaltung pflanzlicher 
Proteasen; sie ist entbehrlich. 


Tabelle 1. 
Hydrolyse durch Pepsin, Trypsin, Trypsin—Kinase und Darmerepsin; 
Reihenfolge und Leistung. 


(Hydrolyse von 0,20 g Histonsulfat = 0,1727 g wasser- und aschefreies 
Histon; Leistung (COOH-Zunahme) bezogen auf vollstaindige Hydrolyse.) 





















































yi : | Reihenfolge der | Zuwachs (ccm 0,2 n.) | Leistung Be- 
i. Enzyme COOH | NH, o | merkungen 
1 | Pepsin. . . . 0,754) | 0,761) 10 a 
Trypsin—Kinase 3,45 | 3,50 49 — 
Darmerepsin . | 247 | 9,84 i o 
Summe | 6,67 | 6,60 | 94 | -— 
¢ Pema. « « « 0,75 | 0,76 10 _ 
Trypsin... 0,72 | 0,71 10 si 
Trypsin—Kinase 2,75 | 2,70 39 Hydrolyse 
| abgebrochen 
S 7 Pome. . .. 0,75 | 0,76 10 _~ 
Trypsin... 0,76 | 0,75 10 — 
Trypsin—Kinase 2,75 | 2,75 39 — 
Darmerepsin . 247 | = 2,87 35 a 
Summe | 6,73 663 | 4 | vit 
4 | Pepsin. ... 0,70 0,73 10 -- 
Darmerepsin . 1,42 1,65 20 — 
Trypsin—Kinase 2,12 2,07 30 — 
Darmerepsin . 2,45 2,57 35 ~- 
Summe | 669 | 702 | 9 | ns 








1) Die peptische Hydrolyse fihrt danach zur Freilegung von ins- 
gesamt 6,6 sauren oder basischen Gruppen auf 100 Atome Stickstoff in 
Ubereinstimmung mit den von R. Felix und A. Harteneck [Diese Zs. 
Bd, 165, S. 103 und zwar S. 105 (1927)] elektrometrisch ermittelten Werten. 
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Tabelle 1 (Fortsetzung). 























a ,: | Reihenfolge der | Zuwachs (ccm 0,2 n.) | Leistung Be- 

“a Enzyme COOH | NA, WP merkungen 
5 | Pepsin. ...| 070 | 0,73 | 10 | — 
Darmerepsin . 1,42 1,39 20 —_ 
Trypsin—Kinase 2,13 1,98 30 Hydrolyse 

abgebrochen 

6 | Trypsin—Kinase 4,20 4,15 59 
Darmerepsin . 2,38 2,23 34 -- 

a Summe | 6,58 | 638 | 93 | — 

7 | Trypsin-Kinase 4,30 | 4,39 60 
Darmerepsin 2,55 | 2,50 | 36 
— Summe | 685 | 680 | 96 | 

8 Pankreasextrakt, | 

aktiviert . . 7,10 | 7,03 100 — 

9 Popsm. . . « 0,75 | 0,76 10 — 
Trypeim . . . 0,72 | 0,71 10 — 
Darmerepsin 2,09 | 2,18 30 Hydrolyse 

abyebrochen 














Die Hydrolyse des Histons beispielsweise durch Pankreas- 
enzyme, die bei einem Aciditiitszuwachse entsprechend 7,10 ccm 
0,2 n-Lauge fir 0,20 g Histonsulfat zum Stillstand kommt, ist 
eine vollstindige; dieser Hydrolysengrad entspricht dem durch 
Siurehydrolyse erreichbaren. Vollstindigkeit des Abbaus ist 
indessen nicht in allen angefiihrten Versuchen erreicht, auch 
nicht angestrebt worden; wir haben zumeist darauf verzichtet, 
die letzte Stufe der Hydrolyse, die man durch Erepsin be- 
wirkt, bis zur Konstanz der Werte durchzufiihren, da die 
Spaltung der letzten Peptidanteile in den Hydrolysaten durch 
das Erepsin nur sehr langsam verliiuft; die fiir die gemessenen 
Acidititszunahmen auf dieser Stufe angefiihrten Zahlen geben 
daher nicht die gesamte mégliche ereptische Leistung an. Auf 
allen iibrigen Abbaustufen war der Stillstand der enzymatischen 
Kinwirkung erreicht und durch die Wirkungslosigkeit weiterer 
Knzymzugabe gesichert. 

20* 
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Tabelle 2. 
Hydrolyse durch Pepsin, Papain, Papain—Blausiure, Trypsin—Kinase, 
Trypsin, Erepsin; Reihenfolge und Leistung. 
(Hydrolyse von 0,20 g Histonsulfat = 0,1727 g wasser- und aschefreies 
Histon; Leistung (COOH-Zunahme) bezogen auf vollstiindige Hydrolyse. ) 











Vers.- Reihenfolge der Zuwachs (cem 0,2 n.)} Leistung 
Nr. Enzyme COOH NH, oF 
1 Pee 5 3 8K 0,75 | 0,75 10 
Papain—Blausaure . 0,68 | 0,70 10 
Darmerepsin .. . 2,92 3,10 41 
Trypsin—Kinase . . 0,72 | 0,70 10 
Darmerepsin . - - 1 1,89 | 186 | 20 
Summe 6,48 | 6,61 91 
2 ee 0,75 0,75 10 
Papem 6 6 «> 0,00 0,00 0 
3 Pepeam . 4+ + + * 0,70 0,73 10 
Hefeerepsin. . . . 0,00 — 0 
4 Peomm « 5 + es 0,75 0,76 10 
i. ae 0,72 0,71 10 
Hefeerepsin. . . . 0,07 0,00 0 
5 Pape . 1 6 « * 0,70 0,69 10 
Papain—Blausiure 1,37 1,35 20 
Hefeerepsin. . . . + + — 
6 | Papain-Blausiiure . 2,05 | 2,06 29 
1 |Peptie . . ss 0,70 | 0,69 10 
Hefeerepsin. . . . 0,00 | _ 0 











Auf die einfachen ganzzahligen Beziehungen, die sich fiir 
die Wirkungsbereiche der einzelnen Enzyme aus den Versuchen 
der Tabellen ergeben, ist bereits hingewiesen worden; sie 
fiihren zu einer Gliederung der Saureamidbindungen des 
Histons nach zehn aquivalenten Untergruppen. Auch iiber die 
spezifischen Wirkungen einzelner Enzyme ergeben die Tabellen 
nihere Aufschliisse. So ist ersichtlich, daB im vorliegenden 








7 —— 
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Falle, abweichend von den bei der Hydrolyse des Clupeins 
gewonnenen Erfahrungen?), die Leistung des Systems Trypsin + 
‘Trypsin—Kinase, des nichtaktivierten und des aktivierten 
Enzyms, mit der durch Trypsin—Kinase allein bewirkten iiber- 
einstimmt (Tab. 1, Verss. 1—3); die nimliche Aussage gilt fiir 
die Wirkungen von Papain + Papain—Blausaure einerseits und 
von Papain—Blausiure andererseits (Tab. 2, Verss.5 und 6), 
Besondere Aussagen betreffen ferner die Natur der gebildeten 
Spaltprodukte, z. B. bei der Hydrolyse des Histons durch 
Pepsin: aus der Tatsache, dai die peptischen Verdauungs- 
produkte durch Hefeerepsin nicht angegriffen werden, nicht 
einmal nach vorausgegangener EKinwirkung von nichtaktiviertem 
Trypsin (Tab. 2, Verss.3 und 4), ist zu folgern, daB die Hydro- 
lyse durch Pepsin nicht zur Freilegung von Dipeptiden fihrt?), 
den spezifischen Substraten dieser pflanzlichen Peptidase.%) 
Das gleiche gilt fiir die Wirkung des Papains auf Histon 
(Tab. 2, Vers. 7); die Kinwirkung von Pepsin wie Papain fiihrt 
demnach nur zur Zerlegung des Molekiils in gréBere Bruch- 
stiicke, die des mit Blausiiure aktivierten Papains dagegen 
auch zur Freilegung von Dipeptiden (Tab. 2, Vers. 5). 

Die spezielle Analyse der Spaltprodukte, niimlich die Be- 
stimmung des auf Peptide und des auf freie Aminosiiuren 
entfallenden Anteils am Carboxylzuwachs, hat ferner die schon 
friher*) beschriebenen funktionellen Unterschiede der einzelnen 
Proteasen bestitigt; danach bestehen die hydrolytischen 
Wirkungen von ‘Trypsin und von Papain—Blausiure aus- 

1) E. Waldschmidt-Leitz, A.Schiffner u. W. Grassmann, 
Diese Zs. Bd. 156, S. 68, und zwar S. 73 (1926). 

?) Die Beobachtung von K. Felix [Diese Zs. Bd. 145, S. 103, und 
zwar S. 114 (1925)], wonach es gelinge, unter den peptischen Abbau- 
produkten des Histons niedere Peptide nachzuweisen, ist auf deren 
sekundiire Bildung durch Siiurehydrolyse bei der Fraktionierung z. B. mit 
Phosphorwolframsiure zuriickzufiihren; es hat sich ergeben, dab bei einer 
solchen Vornahme, schon bei sehr langer Einwirkung von 0,1 n-Salzsiiure 
auf das Pepsinhydrolysat, durch Hefeerepsin spaltbare Substrate entstehen. 

5) Vgl. dazu W. Grassmann, Diese Zs. Bd. 167, 8. 202, und zwar 
S. 209 ff. (1927). 

4) E. Waldschmidt-Leitz, A.Schiffner u. W. Grassmann, 
Diese Zs. Bd. 156, S, 68, und zwar S. 76 (1926). 
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schlieBlich in der Freilegung von Peptiden, die von Trypsin— 
Kinase und von Erepsin dagegen iiberwiegend in der Ab- 
spaitung freier Aminosiiuren. Wir erweitern diese Beob- 
achtungen an dem vorliegenden Beispiele mit der Feststellung, 
daB auch die Wirkung des Pepsins und die des Papains 
lediglich in der Bildung von Peptiden zum Ausdruck kommt. 


Tabelle 3. 


Spezifische Wirkungsweise der Proteasen; Hydrolyse von Clupein 
und Histon. 








Gebildete Spaltprodukte 
Enzym : ree 
‘ Peptide und freie 
Nur Peptide P ihe caer 
Aminosiiuren 
i, » * « « Os | | - 
MO sc we oe ae Se + | - 
meee ws kt oe we eA + | _ 
Papain-Blauséure ... . 4 — 
Trypsin—Kinase .... . — + 
ES os a ea ere - | + 
t 





Besondere Beachtung scheint uns die Feststellung zu ver- 
dienen, daB der gesamte ProzeB der hydrolytischen 
Aufspaltung des Histens gleichwie der des Clupeins!) in 
der Sprengung von Peptidbindungen besteht, in der Frei- 
legung iquivalenter Mengen von Carboxyl- und «-Amino- 
gruppen.”) Fiir eine Beteiligung der Guanidingruppe des 
Arginins, wohl auch der s-Aminogruppe des Lysins an den 
Peptidbindungen des Histons, die viel diskutiert worden ist’), 





1) E. Waldschmidt-Leitz, A.Schiaffner u. W. eeeneee, 
a.a.O. und zwar S. 80 (1926). a) 

*) Die friiher mitgeteilten Beobachtungen iiber einen Ausfall ites 
Aminogruppen bei der Hydrolyse mit Erepsin [E. Waldschmidt- 
Leitz, Chem. Ber. Bd. 59, 8. 3000, und zwar S. 3006 (1926)| sind nicht 
bestiitigt worden. 

3) K. Felix, Diese Zs. Bd. 120, 8. 94, und zwar S. 97 (1922): 
Bd. 146, S. 103, und zwar S. 110 (1925); E. Waldschmidt-Leitz, 
Chem. Ber. Bd. 59, S. 3000, und zwar 8S. 3006 (1926); K. Felix u. 
A. Harteneck, Diese Zs. Bd. 165, S. 103, und zwar S. 108 (1927); vel. 
auch A. Kossel u. F. Weiss, Diese Zs. Bd. 84, S. 1 (1918). 
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sehen wir keine sicheren Anhaltspunkte mehr. Man _ hat 
ihre Auflésung der Pepsinwirkung zugeschrieben'); allein 
nach den Erfahrungen, die sich aus unseren Beobachtungen 
iiber die Vertretbarkeit des Pepsins durch tryptisches und 
ereptisches Enzym einerseits, aus neueren Erkenntnissen iiber 
die Spezifitit von tryptischen und ereptischen Enzymen?) 
andererseits ergeben, darf es als wenig wabrscheinlich gelten, 
daB sich zu der peptischen Wirkung, die wir analytisch 
messen, noch eine Auflésung von Peptidbindungen an der 
Guanidingruppe des Arginins oder der «-Aminogruppe des 
Lysins addiere, welche mit den von uns angewandten Methoden 
nicht nachzuweisen wire. Auch haben neuere Untersuchungen 
von K. Felix*) iiber die Zunahme des Siiure- und Basen- 
bindungsvermégens bei peptischen Hydrolysen. keine Stiitze 
fir eine solche Vorstellung mehr ergeben. Peptide der an- 
gedeuteten Art, deren Synthese noch nicht gelungen ist, diirften 
im Charakter von den e-Aminosiurepeptiden deutlich zu unter- 
scheiden sein; fiir die Spezifitit der Proteasen sind schon 
feinere strukturelle Unterschiede der Substrate, so fiir Trypsin 
und Erepsin schon die Anzahl und die Natur der in einem 
Peptide vorliegenden «-Aminosiiurereste*), entscheidend. 


Experimenteller Teil. 


i 1. Ausgangsmaterial. 


Darstellung. Wir bereiteten das Histonsulfat nach den 
Angaben von K. Felix und A. Harteneck®) aus Kalbsthymus 
und reinigten es durch 3 maliges Umfillen mit Alkohol; die 


1) K. Felix u. A. Harteneck, a.a.0O. 

2) Vgl. W. Grassmann, Diese Zs. Bd. 167, 8. 202, und zwar S. 206 
(1927) (Hefeproteasen); E. Waldschmidt-Leitz, W. Grassmann u. 
H. Schlatter, Chem. Ber. Bd. 60, 8. 1906 (1927) (Pankreasproteasen). 

3) Diese Zs., im Druck. 

4) W. Grassmann, a.a. 0.; E. Waldsechmidt-Leitz, W. Grass- 
mann u. H. Schlatter, a. a. O. 

5) Diese Zs. Bd. 157, 8. 76 und zwar S:,81 (1926). 
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Ausbeuten an dem im Hochvakuum getrockneten Sulfat be- 
liefen sich durchschnittlich auf 28 g aus 1 kg Driise. 


Analysen. Das zu den Versuchen dieser Abhandlung 
verwandte Sammelpriparat enthielt nach der Trocknung im 
Hochvakuum bei Zimmertemperatur 3,84°/, Wasser, 1,19 °/, 
Asche, 15,76 °/, Stickstoff neben 8,64 °/, Schwefelsiure; hieraus 
errechnet sich fiir die trockene, asche- und schwefelsiiurefreie 
Substanz ein Stickstoffgehalt von 18,25 °/,, in Ubereinstimmung 
mit den Angaben der Literatur." 

0,9010 g Histonsulfat, im Hochvakuum bei Zimmertemperatur ge- 
trocknet, gaben, bei 110° zur Gewichtskonstanz getrocknet, 0,0346 g 
Wasser ab; die getrocknete Substanz war hygroskopisch. 

1,7224 ¢ Histonsulfat, im Hochvakuum getrocknet, ergaben 0,0206 g 
Asche. 

0,1320 g und 0,1220¢g lieferten bei der Bestimmung nach Kjel- 
dahl 14,79 und 13,79 ecm 0,1 n-NH, entspr. einem Stickstoffgehalte von 
15,70 und 15,82 °/). 

0,4428 g und 0,8665 g ergaben 0,0912 und 0,1783 g BaSO, entspr. 
einem Schwefelsiiuregehalte von 8,65 und 8,64 °/.. 

0,2000 g Histonsulfat, in 10,0 cem H,O gelést, verbrauchten nach 
dem Zusatz von 90 ecm absolutem Alkohol 2,40 cem 0,2 n-KOH. 

0,1000 g Histonsulfat, in 5,0 cem H,O gelést, ergaben nach van 
Slyke bestimmt 3,20 cem Stickstoff (20°, 715 mm) entspr. 3,43 mg; 
hieraus errechnet sich fiir 0,2000 g Substanz ein Gehalt an freien Amino- 
gruppen von 1,22 cem 0,2n., entspr. 11°/, vom gesamten Stickstoff. 


Hydrolyse mit Séure. Zur Ermittlung des bei voll- 
stiindiger Hydrolyse mit Siéure erreichbaren Zuwachses an 
freien Aminogruppen wurde die Substanz mit 20°/,iger Salz- 
siure am RiickfluBkihler verkocht; der Zuwachs an NH.- 
Gruppen, nach van Slyke bestimmt, belief sich in 3 Versuchen 
auf 7,05 bzw. 7,08 bzw. 7,09 com 0,2n. fiir 0,20 g vakuum- 
trockenes Histonsulfat; hieraus errechnet sich unter Beriick- 
sichtigung des im Ausgangsmaterial selbst gemessenen Amino- 
stickstoffs fiir vollstandige Hydrolyse ein durchschnittliches 
Aquivalentgewicht der Spaltprodukte von 111. 


') Vgl. O. Kestner, Chemie der EiweiSkérper, 4. Aufl, Braun- 
schweig 1925, S. 248. 
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3,00 g Histonsulfat wurden mit 60 cem 20°/,iger HCl a) 24, b) 72 
und c) 24 Stunden am Rickflubkihler gekocht. In 2,00 cem des Hydro- 
lysates (Gesamtvolumen = 60 ecm) entspr. 0,10 g Histonsulfat bestimmte 
man sodann die freien NH,-Gruppen nach van Slyke; sie entsprachen 
a) 22,70, b) 22,90 und ¢c) 22,93 mg NH,-Stickstoff entspr.einem Zuwachs 
von 3,53 bzw. 3,54 bzw. 3,55 ecm 0,2 n. 


2. Enzymlosungen. 


Als Pepsin diente Mercksches Priiparat (Brit. Pharm), 
als Papainpriparat kiiuflicher Succus Caricae Papayae (Merck), 
zur Aktivierung, wenn erforderlich, wihrend 2 Stunden mit 
iiberschiissiger Blausiure behandelt. Zur Gewinnung von ein- 
heitlichem Pankreas—Trypsin und Darmerepsin sowie von 
trypsinfreiem Hefeerepsin verfuhr man nach bekannten Me- 
thoden.?) 

Hiir die Darstellung erepsinfreier Lésungen von 'Trypsin— 
Kinase, des aktivierten Pankreasenzyms, war es wegen der zu 
manchen Hydrolysen benétigten liingeren Versuchszeiten er- 
forderlich, auch die zur Aktivierung verwandte Enterokinase 
von geringen Beimengungen an Darmerepsin, das hiitte stérend 
wirken kénnen, zu befreien. Das Verfahren zur Gewinnung 
erepsinfreier Enterokinase, das sich bewihrt hat, besteht 
in der Fiallung der frisch bereiteten und mit Essigsiiure vor- 
behandelten alkoholischen Ausziige aus Darmschleimhaut durch 
Quecksilberchlorid?); in den durch Schwefelwasserstoff vom 
Quecksilber befreiten Mutterlaugen der Sublimatfillung ver- 
bleibt dann die Kinase in erepsinfreier Form. Es ist hervor- 
zuheben, daB dieses Verfahren, fiir welches wir nachstehend 
ein Beispiel anfiihren, sich nur bei der Verarbeitung ganz 


1) E. Waldschmidt-Leitz u. K. Linderstrém-Lang, Diese 
Zs. Bd. 166, S. 241 und zwar S. 245 (1927) (Pankreastrypsin); E. Wald- 
schmidt-Leitz u. A.Schiffner, Diese Zs. Bd. 151, S. 31 und zwar 
S. 51 (1925/26) (Darmerepsin); W. Grassmann u. W. Haag, Diese Zs. 
Bd. 167, S. 188 und zwar 8. 198 (1927) (Hefeerepsin). 

*) Vgl. die Beobachtungen iiber das Verhalten der Enterokinase 
gegen Sublimat zufolge E. Waldschmidt-Leitz, Diese Zs. Bd. 142, 
S. 217 und zwar S. 224 (1924/25). 
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frisch bereiteter Kinaseausziige als tauglich erwies; in ge- 
alterten Extrakten, schon nach 1 taigiger Aufbewabrung, werden 
die Verluste an Aktivator bei den Fallungen mit Essigsiure 
und mit Sublimat oft sehr bedeutende. 


Beispiel fiir die Gewinnung erepsinfreier Enterokinase. 
10,0 eem frisch bereiteter Auszug aus getrockneter Darmschleimhaut’) 
enthielten zufolge der Bestimmung neben reichlichen Mengen Entero- 
kinase (0,30 ecm, 0,10 eem Pankreasglycerinauszug mit 0,80 T’.-(e.), 
1/, Stunde behandelt: 20 Min. bei 30° (Casein) ?): 0,90 cem 0,2 n-KOH 
Aciditiitszuwachs entspr. 0,80 T.-(e.)) 0,00126 Er.-E. (5,0 ecm, 2 Stunden 
(Leucylglycin): 0,80 cem 0,2n-KOH; 0,000631 Er.-E.). Man unterwarf 
sie einer Vorreinigung durch Behandlung mit 0,5 cem n-Essigsiiure und 
fillte die vom Niederschlag mittels der Zentrifuge abgetrennte Lésung 
mit 1,0 ecm 1 proc. Sublimat; die vom Quecksilberniederschlag ab- 
zentrifugierte Mutterlauge befreite man durch Einleiten von Schwefel- 
wasserstoff und Filtration vom iiberschiissigen Quecksilber und durch 
Verdunsten im Faust-Heimschen Apparat vom Schwefelwasserstoff. 
Sie enthielt, mit Wasser auf 12,5 ecm aufgefiillt, noch ausreichende 
Mengen Aktivator, aber kein Erepsin mehr (0,50 ecm, 0,10 eem Pankreas- 
glycerinauszug mit 0,80 T.-(e.), 4/, Std. behandelt: 20 Min. bei 30° 
(Casein) *): 0,90 cem 0,2 n-KOH entspr. 0,80 T.-(e.)) (5,0 cem, 2 Stunden 
(Leucylglycin): 0,00 cem 0,2 n-KOH). 


In den erepsinfreien Mutterlaugen der Sublimatfillung 
war die Enterokinase geniigend bestiindig; man fand im an- 


gefiihrten Beispiel ihre Aktivierungsleistung noch nach 12 Tagen 
(bei Zimmertemperatur aufbewahrt) unverindert. 


3. Enzymatische Hydrolyse des Histonsulfats. 


Man befolgte bei den nachstehend tabellarisch wieder- 
gegebenen hydrolytischen Versuchen im wesentlichen die bei 
der Hydrolyse des Clupeins*) eingehaltenen Richtlinien. 


1) Nach E. Waldschmidt-Leitz, Diese Zs. Bd. 142, 8. 217 und 
zwar §. 223 (1924/25). 

2) Vel. das Verfahren zur Trypsinbestimmung nach R. Will- 
stitter, E. Waldschmidt-Leitz, 8S. Duiiaiturria u. G. Kiinstner, 
Diese Zs. Bd. 161, S. 191 und zwar S. 206 ff, (1926). 

3) Vgl. E, Waldschmidt-Leitz, A. Schiffner u. W. Grass- 
mann, Diese Zs. Bd. 156, 8S. 68 und zwar S. 87 ff. (1926). 
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Tabelle 4. 
Hydrolyse durch aktivierten Pankreasglycerinauszug 
(Trypsin-Kinase +*Erepsin). 
(4,0g Histonsulfat; 20cem Glycerinauszug mit 68 T.-(e.) und 0,0476 P.Er.-E. ; 
aktiviert durch '/, stiindige Einwirkung von 30 cem Kinaseauszug; Ge- 
samtvolumen 200 ccm; py = 8,3; 30°; zur Analyse entnommen 10,0 cem 
entspr. 0,20 g Histonsulfat). 








Aciditiitszuwachs ; 
Zeit (com 0,2 n-KOH) Amino- NH, -Zuwachs 
roe | sduren (°/,) : 
in Stunden | in 50°/,igem in 90°/,igem - ecm 0,2 n. 
Alkohol Alkohol _ 
4 2,40 3,60 47 
24 2,90 4,70 54 
48 3,20 5,30 55 
72 3,40 5,60 55 5,80 
144 3,70 6,20 57 — 
240 3,90 7,00 62 6,90 
312 3,90 7,10 64 7,03 








a) Hydrolyse durch Pepsin: Trypsin—Kinase: Darm- 
erepsin. 
Tabelle 5. 
Einwirkung von Pepsin. 
(20,0 g Histonsulfat + 1,0g Pepsin in 1000 cem 0,1n-HCl; 30°; zur 
Analyse entnommen 10,0 cem entspr. 0,20 g Histonsulfat. ) 








- = 
Sp Acidititszuwachs (eem 0,2 n-KOH). NH,-Zuwachs 
os 
& Jin 50°/,ig. Alkoh.| in 90 °/,ig. Alkoh. rw (cem 0,2 n.) 
‘———— - - 

ber. fiir | ber. fiir 0 ber. fiir 
om 20b. 0b. beob. 
e beob. | ooo¢H.| °°” |oc0gH.|° ber. 0,20 ¢ H. 
8] 0,75 | 0,75 | 0,75 0,75 0 0,76 0,76 
9] 0,75 | 0,75 0,75 0,75 0 0,76 0,76 
10] 0,75 | 0,75 0,75 0,75 0 0,76 0,76 








Tabelle 6. 
Einwirkung von Trypsin~-Kinase nach Pepsin. 
(170 ecm Hydrolysengemisch aus Tab.5, mit n-NaOH auf p,, = 8,3 
eingestellt; 27 cem aktiviertes Trypsin mit 10,0 T.-(e.); Gesamtvolumen 
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200 cem; 30°; zur Analyse entnommen 10,0 ccm entspr. 0,154 g Histon- 











sulfat.) 

£ Aciditaitszuwachs (ccm 0,2 n-KOH) 

e in 50 /oig. Alkoh. |in 90°%,ig. Alkoh. | 4 500 
se | ber. fiir | ber. fiir | (°/o) 
D Reena 0,20 g H. | beop. 20 gH.|_ ber. 
6| 1,25 | 1,63 1,60 2,08 31 
12} 1,65 | 2,14 2,00 2,60 25 
241 1,85 | 2,40 2,30 2,99 28 
48 | 1,95 | 2,54 2,60 8,38 35 
72} 1,95 | 2,54 2,64 3,45 33 











Tabelle 7. 





NH, Zuwachs 





(ccm 0,2 n.) 
ber. fiir 
beob. 0,20 g H 
2,70 3,50 


Einwirkung von Darmerepsin nach Trypsin-Kinase nach Pepsin. 


(80 cem Hydrolysengemisch aus Tab. 6, mit n-NaOH auf py = 7,8 ein- 
gestellt; 20 cem Darmerepsin mit 0,0252 Er.-E.; Gesamtvolumen 100 cem; 
30°; zur Analyse entnommen 10,0 cem entspr. 0,123 g Histonsulfat; nach 
24 Stunden zu 50 ccm des Ansatzes 5 ccm Darmerepsin zugefiigt mit 
0,0063 Er.-E. (10,0 cem = 0,111 g Histonsulfat). ) 





beob. 


6] 0,85 
0,90 
0,90 





Acidititszuwachs (cem 0,2 n-KOH) 


in 50°/,ig. Alkoh.|in 90°/,ig. Alkoh. | ; 
intel ke Seba [ol8 "| Aminos. | 








ber. fiir | 


0,20 g H. | 


1,30 | 
146 | 
1,46 


ber. fiir | lo) 
wat ber. 
1,10 Ae 38 
1,20 195 | 41 
1,30 211 | 48 
0,20 247 | — 
0,20 2,47 — 





NH.,-Zuwachs 


(cem 0,2 n.) 
| ber. fiir 
b. | ; 
uate rs. 
ee hak 
1,26 | 2,05 
oe | fae 
0,16 | 2,34 


b) Hydrolyse durch Pepsin: Trypsin : Trypsin—Kinase. 


Tabelle 8. 


Einwirkung von Trypsin nach Pepsin. 


(230 cem Hydrolysengemisch aus Tab. 5 (enth. 4,16 g Histonsulfat) mit 
n-NaOH auf py = 8,3 eingestellt; 20 cem Trypsin mit 5,0 T.-(e.); Ge- 








e. 


nit 
+e- 
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9 
J 


samtvolumen 250 cem; 30°; zur Analyse entnommen 10,0 cem entspr. 
0,166 g Histonsul fat. ) 








q 

no) 

~~ 

2 

g |-— 

~ ber. fiir 
. beob. 

3] °°” | 0,202 H 
| 

24} 0,40 | 0,48 
48} 0,60 | 0,72 
72 | 0,60 | 0,72 


Acidititszuwachs (cem 0,2 n-KOH) 


in 50°/,ig. Alkoh.| in 90 °/,ig. Alkoh. | 


ber. fiir | 


beob. 
” 0,20 ¢ H. 
0,40 0,48 
0,60 0,72 
060 0,72 


Tabelle 9. 


Aminos. 


¢ o) 


ber. 





NH,-Zuwachs 


(cem 0,2 n.) 


ber. fiir 


beob. 
"| 0,20 g H. 
0,59 0,71 


Einwirkung von Trypsin-Kinase nach Trypsin, nach Pepsin. 


(90 cem Hydrolysengemisch aus Tab. 8; py = 8,4; 30°; 10 ccm Trypsin- 
Kinase mit 3,0 T.-(e.); zur Analyse entnommen 10,0 ccm entspr. 0,150 g 


Histonsul fat. ) 











Aminos. 


(*).) 
ber. 


| Aciditétszuwachs (cem 0,2 n-KOH) 
2 lin 50°/,ig. Alkoh. | in 90°/,ig. Alkoh. 
a ber. fiir ber. fiir 
— , beob. 
ot |ocee ce) ™™ | oeecan 
7] 0,50 0,67 0,65 0,87 
241 1,10 1,47 1,45 2,06 
48} 1,25 1,67 1,75 2,33 
12} 1,25 1,67 1,85 2,46 
144] 1,30 1,74 2,05 275 








NH,-Zuwachs 
(cem 0,2 n.) 


ber. fiir 


beob. 
0,20 g H. 
2,02 2,70 


c) Hydrolyse durch Pepsin: Trypsin: Trypsin— 
Kinase: Darmerepsin. 


Tabelle 10. 


Einwirkung von Trypsin nach Pepsin. 


(200 ecm Hydrolysengemisch aus Tab. 5 (enth. 3,62 g Histonsulfat), mit 
n-NaOH auf p, = 8,3 eingestellt; 50 cem Trypsin mit 15 T.-(e.); Ge- 
samtvolumen 250 cem; 30°; zur Analyse entnommen 10,0 cem entspr. 


0,145 g Histonsulfat. ) 
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Aciditaitszuwachs (cem 0,2 n-KOH) 

Jin 50°/,ig. Alkoh. | in 90°/,ig. Alkoh. feo 
& aca: wenidl ; 
2 ber. fiir | | ber. fir | (°/o) 
- ‘ beob | 
51 lee) OO tee ber. 

6 ve wine 0,30 ao 
is} — — 0,45 0,62 ee 
24 . — | 0,55 0,76 wee 
42} — 0,55 0,76 








Tabelle 11. 


NH,-Zuwachs 








(cem 0,2 n.) 
beob. ho he 
O44 0,61 
Oss ON 


Einwirkung von Trypsin—Kinase nach Trypsin, nach Pepsin. 


(77 ecm Hydrolysengemisch aus Tab. 10; 13 cem ‘Trypsin-Kinase mit 
4,5 T.-(e.); py = 8,3; 30°; Gesamtvolumen 100 ccm; zur Analyse ent- 
nommen 10,0 cem entspr. 0,102 g Histonsul fat. ) 





; bp & } Zeit in Stdn. 


48 








Acidititszuwachs (ecm 0,2 n-KOH) 
in: BO". Se, ae eee | elt 


ber. fiir | | fo: fiir |  (°/o) 

, | beob. | 
wane | “— 0,20g H.) ber. 
0,80 157 | 1,05 2.06 34 
0,90 1,76 | 1,20 2,35 35 
0,95 186 | 1,35 2,64 42 
0,95 1,86 | 1,40 2,75 45 


Tabelle 12. 


NH,-Zuwachs 
(cem 0,2 n.) 











_ ber. 
beob. 020g H 
1,40 2,75 


Einwirkung von Darmerepsin nach 'Trypsin-Kinase, nach Trypsin, 


nach Pepsin. 


(41 eem MHydrolysengemisch aus Tab. 11; 5 cem Darmerepsin mit 
0,0063 Er.-E.; Gesamtvolumen 46 ccm; py = 7,8; 30°; zur Analyse ent- 
nommen 10,0 cem entspr. 0,093 g Histonsulfat. ) 





Aciditiitszuwachs (cem 0,2 n-KOH) 
in 50 °/,ig. Alkoh. | in 90 */oig. Alkoh. Poros 





|| Zeit in Stdn. 


bo 
a 





48 


| ber. fair | | ber. fir | (/0) 

beob. | | beob. | | ; 
__ ee ee 

es ag 115 | 2,47 — 
— — 115 | 2,47 aa 





NH,-Zuwachs 
(ccm 0,2 n.) 











ber. fiir 
beob. 0,20 g H. 
1,10 2,37 
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d) Hydrolyse durch Pepsin: Darmerepsin:Trypsin- 
Kinase: Darmerepsin. 
Tabelle 13. 


Einwirkung von Pepsin. 


(12,00 g Histonsulfat + 0,60 g Pepsin, gelést in 600 cem 0,1 n-HCl; 30°; 
zur Analyse entnommen 10,0 ccm entspr. 0,20 g Histonsulfat.) 








2 Aciditiitszunahme (ecm 0,2 n-KOH) NH,-Zuwachs 
& |in 50°/,ig. Alkoh.|in 90°/,ig. Alkoh.|,_. (cem 0,2 n.) 

a ns wee. | 
™ | ber. fiir ber. fiir (°/) | ber. fiir 
22 beob. | 0b. b. 

e | 0,20 g HL | POO eeeete| tae FO losme, 
21 0,60 | 0,60 | 0,60 | 0,60 0 0,54 | 0,54 

3 0,70 0,70 | 0,70 0,70 0 0,66 | 0,66 

4 | 0,70 0,70 | 0,70 0,70 0 0,68 | 0,68 

5 | 0,70 | 0,70 | 0,70 0,70 0 0,73 0,73 








Tabelle 14. 
Einwirkung von Darmerepsin nach Pepsin. 
(220 eem Hydrolysengemisch aus Tab. 13 (enth. 4,40 g Histonsulfat), mit 
n-NaOH auf py = 7,8 eingestellt; 30 cem Darmerepsin mit 0,0242 Er.-E.; 


Gesamtvolumen 250 cem; 30°; zur Analyse entnommen 10,0 cem entspr. 
0,176 g Histonsulfat. ) 





| 
| 
| 





r Aciditiitszuwachs (ecm 0,2 n-KOH) NH,-Zuwachs 
- in 50 %/oig. Alkoh. | in 90 °/,ig. Alkoh. Aminca.| Cm 2D) 
= beob. ber. fiir beob. — = | lc) beob. apache 
N 0,20 g H. 0,20 g H.| ber. 0,20 g H. 
4] 0,10 | 0,12 ! 0,40 0,45 | 106 ‘ao a0 ah 

s| 0,15 | 017 0,60 068 | 106 oe a 

24] 0,25 | 0,28 1,00 1,10 | 106 1,00 | 1,10 
30 | 0,80 | 0,34 1,10 125 | 102 a 

48) 0,85 | 040 1,25 | 142 101 1,45 1,65 
72 | 0,85 | 040 | 1,25 , 142 | 101 1,45 1,65 
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Tabelle 15. 
Einwirkung von Trypsin-Kinase nach Darmerepsin, nach Pepsin. 
(155 ecm Hydrolysengemisch aus Tab. 14, mit n-NaOH auf py = 8,3 
eingestellt; 25 cem aktiviertes Trypsin mit 10 T.-(e.); 30°; Gesamt- 


volumen 180 cem; zur Analyse entnommen 10,0 ccm entspr. 0,1467 g 
Histonsulfat. ) 











§ Aciditiitszuwachs (cem 0,2 n-KOH) NH,-Zuwachs 
“ Jin 50°%,ig. Alkoh. | in 90 °/,ig. Alkoh. | 4 nv inos (cem 0,2 n.) 

vi — ber. fiir | — ber. fiir | (°/o) beob ber. fiir 
N ” | 0,20 g H. | * 0,20g H.| ber. "| 0,20 ¢ H. 
14] 080 | 1,10 | 1,15 | 1,57 43 ae 

24] 0,80 1,10 1,25 | 1,70 | 50 — | = 

48 | 1,00 186 | 1,55 | 2,12 50 1,48 | 2,02 
72} 1,00 1,36 155 | 212 50 152 | 207 








Tabelle 16. 


Einwirkung von Darmerepsin nach Trypsin—Kinase, nach Darm- 
erepsin, nach Pepsin. 
(116 eem Hydrolysengemisch aus Tab. 15; 20 cem Darmerepsin mit 
0,0161 Er.-E.; Gesamtvolumen 136 ccm; 30°; py = 7,8; zur Analyse 
entnommen 10,0 cem entspr. 0,125 g Histonsulfat.) 





Aciditaitszuwachs (eem 0,2 n-KOH) NH,-Zuwachs 




















2 
S 
mm is. no! te : O/ 3 eem 0,2 n.) 
: in 50 °/,ig. Alkoh. in 90 "/oig. Alkoh. pre a ‘ i ) 
— or ber. fiir " | ber. fir (°/) a _ ber. fiir 
s * 0,20gH.| """ |0,20g H.| ber. O°" | 0,20 g HL 
241 0,20 | 0,82 0,60 | 0,96 94 a 
48 | 0,25 | 0,40 0,30 | 1,28 97 0,70 | 1,12 
Nach Zugabe von weiteren 4 ccm Darmerepsin mit 0,005 Er.-E.; 
Py = 7,8; 10,0cem entspr. 0,120 g Histonsulfat: 
72] 0,10 056 | 0,40 | 1,95 | 106 —- | = 
168] 015 065 | 0,70 245 | 110 | 087 | 2,57 
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e) Hydrolyse durch Pepsin: Darmerepsin:Trypsin— 
Kinase. 


Tabelle 17. 
Einwirkung von Darmerepsin nach Pepsin. 


(152 ecm Hydrolysengemisch aus Tab. 13 (enth. 3,04 g Histonsulfat), mit 

n-NaOH auf py = 7,8 eingestellt; 30 cem Darmerepsin mit 0,0189 Er.-E.; 

Gesamtvolumen 187 cem; 30°; zur Analyse entnommen 10,0 cem entspr. 
0,1625 g Histonsulfat.) 








Aciditaitszunahme (cem 0,2 n-KOH) NH,-Zuwachs 











2 

oS 

m |: 0/ $ 12 oj 3 ecm 0,2 n. 
[it 50 %eig. Alkoh. |in 90 %/oig. AlkOb. | minog.| ‘om °° ™ 
pe ber. fiir | ber. fiir | (°/o) ber. fiir 
"5 | beob, | | beob. | | | beob. 

R 020g H. °°" 0,20g H.| ber. 60" 0,20 g H. 
24/1 0,30 , 037 | 1,00 | 1,23 | 99 1,00 1.23 
48] 0,85 | 0,48 | 1,15 | 1,42 | 98 1,13 1,39 
72] 0,35 | 0,48 | 41,15 | 142 | 98 








Tabelle 18. 


Einwirkung von Trypsin—Kinase nach Darmerepsin, nach Pepsin. 
(130 ecm Hydrolysengemisch aus Tab. 17; 25 cem aktiviertes Trypsin 
mit 10 T.-(e.); Gesamtvolumen 155 ccm: py = 8,3; 30°; zur Analyse 

entnommen 10,0 cem entspr. 0,136 g Histonsulfat. ) 








| Aciditaétszunahme (eem 0,2 n-KOH) NH,-Zuwachs 
nm |: O/ 3 . : 0/ 3 . ecm 0,2 n. 

' in 50 °/,ig. Alkoh. in 90 [oig. Alkoh. | Aminos. ( ee ) 
+ ber. fiir | ber. fiir | (°/o) ber. fiir 
3 beob. beob. | beob. |. 

3} °° lo2ogH.| °° 0o20gH.| ber. | °°” |0,20¢ H. 
24] 0,80 118 | 1,30 1,91 54 1,29 1,90 
4s] 080 | 118 | 1,45 213 63 | 1,35 1,98 











f) Hydrolyse durch Trypsin-Kinase: Darmerepsin. 
Tabelle 19. 


Einwirkung von Trypsin-Kinase. 

(5,00 g Histonsulfat; 70 cem aktiviertes Trypsin mit 50 T.-(e.); Gesamt- 
volumen 250 ccm; py = 8,4, mit n-NaOH eingestellt; 30°; zur Analyse 
entnommen 10,0 cem entspr. 0,20 g Histonsulfat.) 
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| 














5 Aciditiitszuwachs (cem 0,2 n-KOH) NH,-Zuwachs 
2 eee . o/ 3 (cem 0,2 n.) 

2 [in 50 °/pig. Alkoh. in 90°/,ig. Alkoh. | iene: , 

ve ber. fiir ber. fiir | (°/,) | ber. fiir 
S | beob. |ooog H.| '€°% losoeH.| ber. | °° |0,20¢ H. 
2] 0,80 | 0,80 | 1,20 1,20 47 1,12 | 1,12 
4} 1,30 | 1,80 | 2,05 2,05 52 2,01 | 2,01 
6} 1,60 1,60 — 2,65 2,65 56 2,67 | 2,67 
10} 2,10 | 2,10 | 3,50 3,50 56 3,67 | 3,67 
12] 230 | 2380 | 8,75 3,75 56 a 
241 245 | 245 | 4,25 4,25 60 — | = 
26} 2,45 | 2,45 | 4,25 4,25 60 430 4,30 








Tabelle 20. 
Einwirkung von Trypsin-—Kinase. 
(5,00 g¢ Histonsulfat; 70 ecm aktiviertes Trypsin mit 50 T.-(e.); Gesamt- 
volumen 250cem; py = 8,4, mit n-NaOH eingestellt; 30°; zur Analyse 
entnommen 10,0 cem entspr. 0,20 g Histonsul fat. ) 














& Acidititszuwachs (ccm 0,2 n-KOH) NH,-Zuwachs 
er re rs 0) ; (cem 0,2 n. 
Oe ee ee : 

ber. fiir ber. fir | (°/,) ber. fiir 
> ; beob. beob. 

7a oe 020g H. °°” | 0,20g H.| ber. oF | pee 
6] 200 | 2,00 315 | 3,15 51 320 3,20 
is | 230 | 230 | 8,85 8,85 57 8,93 | 3,93 
23 | 250 | 2,50 4,20 4,20 57 4,27 4,27 








Tabelle 21. 
Einwirkung von Trypsin-Kinase. 
(5,00 g Histonsulfat; 100 cem aktiviertes Trypsin mit 30 T.-(e.); Gesamt- 
volumen 250 ccm; py = 8,4, mit n-NaOH eingestelit; 30°; zur Analyse 
entnommen 10,0 ecm entspr. 0,20 g Histonsulfat. ) 





























& Acidititszuwachs (eem 0,2 n-KOH) NH,-Zuwachs 
ae ‘a is : (cem 0,2 n) 

_ [in 50°/, ig. Alkoh. ime 90°/,ig. Alkoh. | 4 ing. (ele 
2 | ber. fiir | ber. fir | (°/o) | ber. fiir 
‘> | beob. | b. | b | 

Sf O°" 020g H. wom | 990: SF, | ber. cob. | 0.00 2 H 
20] 2,50 | 2,50 410 | 4,10 | 55 4,05 | 4,05 
30 | 2,50 250 4,20 420 | 357 415 | 4,15 











= 


| | 
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Tabelle 22. 
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Kinwirkung von Darmerepsin nach Trypsin—Kinase. 


(180 ecm Hydrolysengemisch aus Tab. 21 (enth. 3,60 g Histonsulfat); 
70cem Darmerepsin mit 0,0564 Er.-E.; Gesamtvolumen 250cem; p,;,=7,8; 
30°; zur Analyse entnommen 10,0 ecm entspr. 0,144 g Histonsulfat.) 





Zeit iu Stdn. 


| 
| 


~ DOD | 
eo © wb ij 





Aciditaitszuwachs (ecm 0,2 n- KOH) 
in 50°/,ig. Alkoh. | in 90°/,ig. Alkoh. 


beob. 


| ber. fiir 
| 0,20¢ H. 


beob. 


ber. fiir 


0,20 g H. 


0,70 
1,40 
1,94 


Aminos., 
(°; 9) 
ber. 





NH,-Zuwachs 
(cem 0,2 n.) 


ber. fiir 


beob. 
0,20 g H. 
0,60 0,83 
1,10 1.53 
1.31 1,83 


Nach Zugabe von weiteren 30 cem Enzym (0,0242 Er.-E.); p;; = 7,8; 
10,0 cem entspr. 0,115 g Histonsulfat: 


60 


¢) Hydrolyse durch Trypsin—Kinase: Darmerepsin. 


Tabelle 23. 


Einwirkung von Trypsin-—Kinase. 


(5,00 g Histonsulfat; 115 ecm aktiviertes Trypsin mit 40 T.-(e.); Gesamt- 
volumen 250 cem; py = 8,4; 30°; zur Analyse entnommen 10,0 ccm 
entspr. 0,20 g Histonsulfat.) 





bo | 
— o>! 


Zeit in Stdn. | 








beob. 


2,80 


ber. fiir 


0,20 g H. 


2.80 


beob. 


ber. fiir | 
0,20 g H. 


8,25 
4,30 


| ber. 


Aciditiitszuwachs (ecm 0,2 n- KOH) 


in 50°/,ig. Alkoh. in 90°/,ig. Alkoh. | i 


(°/o) 


54 





NH,-Zuwachs 
(cem 0,2 n.) 
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Tabelle 24. 


Einwirkung von Darmerepsin nach Trypsin—Kinase. 


(180 cem Hydrolysengemisch aus Tab. 23; 30 cem Darmerepsin mit 
0,0039 Er.-E.; Gesamtvolumen 210 cem; py=7,8; 30°; zur Analyse ent- 
nommen 10,0 cem) entspr. 0,170 g Histonsulfat.) 




















| Acidititszuwachs (cem 0,2-KOH) NH,-Zuwachs 
m |: 0) 3 is 0/3 cem 0,2 n. 

ss in 50°/,ig. Alkoh. - 90 joi. Alkoh. | 4 ninos. —_— - ) 

2 ber. fiir | ber. fir | (°/o) ber. fiir 
3 beob. 0,20 g H. beob. 0,20g H.|_ ber. beob. 0,20 g H. 
~~ — — 1 ee | eet 1,37 1,61 
46 o* — | oe? ae _ 1,64 1,93 
st — | m— | ee 1; oe | - 1,69 1,98 














Nach Zugabe von weiteren 30 cem Enzym (0,0039 Er.-E.); py =7,8; 
10,0 cem entspr. 0,1345 g Histonsulfat: 


11 —- | = 020 | 218 | — 0,20 | 2,28 
u9} — | —- | ose | 2985 | — | o28 | 2,80 
269 —_ | — 045 | 255 | — 0,35 | 2,50 











h) Hydrolyse durch Pepsin: Trypsin: Darmerepsin. 
Tabelle 25. 


Einwirkung von Darmerepsin nach Trypsin nach Pepsin. 
(67 ccm Hydrolysengemisch aus Tab. 8; 13 ccm Darmerepsin mit 


0,0088 Er.-E.; Gesamtvolumen 80 ccm; py = 7,8; 30°; zur Analyse ent- 
nommen 10,0 cem entspr. 0,1394 g Histonsulfat.) 





























si Acidititszuwachs (cem 0,2 n-KOH) NH,-Zuwachs 
M |: o/ 3 : 0; 3 | eem 0,2 n. 

= {in 50 loig. Alkoh. | in 90°/,ig. Alkoh. | cities ( a 
en | ber. fiir ber. fir | (°/o) ber, fiir 
= —_— . | b. 
ae (0,20 g H. beob. | oc0gH. ber. | °° | ooog H. 
‘i — — 0,45 0,65 | — rot ss 

8} 0,20 0,29 0,75 | 1,10 | 108 0,77 1,11 
28 | 0,40 0,58 1,25 1,80 | 96 _ die 
48 | 0,45 0,65 | 1,40 202 | 96 — _ 
72| 0,50 | 0,72 | 145 | 209 | 92 | 151 | 218 
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i) Hydrolyse durch Pepsin: Papain—Blausaure: Darm- 
erepsin: Trypsin—Kinase: Darmerepsin. 
Tabelle 26. 


Einwirkung von Pepsin. 


(50g Histonsulfat + 3,0 g Pepsin (Merck, Brit. Pharm.), geldst in 
1250cem 0,ln-HCl; zur Analyse entnommen 10,0cem entspr. 0,40 g 











Histonsulfat. ) 
a Aciditatszuwachs (ccm 0,2 n-KOH) NH,-Zuwachs 
F Jin 50°, ig. Alkoh.|in 90°,ig. Alkoh.| 4.10, ]  (cem 0,2.) 
si _ mom pone i aan bee 
ye ber. fiir | ber. fir | (°/o) ber. fiir 
3 beob. 0,20 g H beob. 0,20 g H. ber. beob. | 0,20 ¢ H. 
6 _ | won 1,50 0,75 ns sie 
7 basse yn en 1,50 0,75 1,50 0,75 








Tabelle 27. 


Einwirkung von Papain-Blausaure nach Pepsin. 


(165 ecem Hydrolysengemisch aus Tab. 26; 35 cem aktiviertes Papain, 
enth. 200 mg; Gesamtvolumen 200 cem; py=6,5; 30°; zur Analyse ent- 
nommen 10,0 cem entspr. 0,206 g Histonsulfat.) 











£ Acidititszuwachs (ecm 0,2 n-KOH) NH,-Zuwachs 
RQ ij Oo; 5 lj 0; 3 ecem 0,2 n.) 

s aah, ee wantin ig. Alkoh. | sminos. 1 cam 

we ber. fiir ber. fir (°/o) ber. fiir 
CB Bs 0,20 H beob. | o00gH.| ber. | °°” | oo0¢H. 
6 0,50 0,49 0,50 0,49 0 

18 | 0,70 0,68 0,70 0,68 0 = 

24] 0,70 0,68 0,70 0,68 0 0,72 0.70 








Tabelle 28. 
Kinwirkung von Darmerepsin nach Papain—Blausiiure nach Pepsin. 


(128 eem Hydrolysengemisch aus Tab. 27; 20 cem Darmerepsin mit 
0,0161 Er.-E.; Gesamtvolumen 148 cem; py=7,8; 30°; zur Analyse ent- 
nommen 10,0 ccm entspr. 0,178 g Histonsulfat.) 
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| 




















& Aciditiitszuwachs (cem 0,2 n-KOH) NH,-Zuwachs) 
tw 

Mm |: 0) toy . o/s | , eem 0,2 n.,) 

1b mata. Mead Wil Srccoconson| Meal 

pe ber. fiir ber. fir | (°/o) ber. fiir 
= | pbeob. | beob. | beob. 
S77 020g H.| °°" | 0,20g H. ber. 20)" | 0,20 ¢ H. 
s | 0,20 0,22 | 0,70 0,79 100 i bee 

241 0,50 0,56 | 1,60 | 1,80 97 —_ | — 

48 | 0,80 0,90 2,30 | 2,58 92 — | — 

72} 0,90 1,01 260 | 2,92 92 2,76 3,10 
96 | 0,90 | 1,01 | 2,60 | 2,92 92 2,76 3,10 








Tabelle 29. 
Einwirkung von Trypsin—Kinase nach Darmerepsin, nach Papain- 
Blausiiure, nach Pepsin. 
(70 cem Hydrolysengemisch aus Tab, 28; 20 ccm aktiviertes Trypsin mit 
7 T.-(e.); Gesamtvolumen 100cem; py=8,4; 30°; zur Analyse entnommen 
10,0 cem entspr. 0,125 g Histonsul fat. ) 








5 Aciditiitszuwachs (cem 0,2 n-KOH) NH, -Zuwachs 
® Jin 50°/,ig. Alkoh. | in 90°/,ig. Alkoh. | 43154 (ccm 0,2 n.) 

Fa Rea ef ere eee eee ee A ee = =e aac pons epee, 
we ber. fiir | ber. fiir Cia) ber. fiir 
ome 0b, | beob. - beob. 

3 me 0,20¢H. | 020g H. _ ber. * 0,20 ¢ H. 
24} 0,20 0,32 0,45 | 0,72 | 178 _ 

48 | 0,20 032 | 0,45 | 0,72 78 0,44 | 0,70 








Tabelle 30. 
Einwirkung von Darmerepsin nach Trypsin—Kinase, nach Darm- 
erepsin, nach Papain—Blausiiure, nach Pepsin. 
(60cem Hydrolysengemisch aus Tab. 29; 5cem Darmerepsin mit 
0,0063 Er.-E.; Gesamtvolumen 65 cem; p,;,;=7,8; 30°; zur Analyse ent- 
nommen 10,0 cem entspr. 0,115 g Histonsulfat.) 














A Acidititszuwachs (cem 0,2 n-KOH) NH,-Zuwachs 

SS 

& Jin 50°/,ig. Alkoh. | in 90°/,ig. Alkoh.| , +0, (cem 0,2 n.) 

qd _ a ce } — — SS —_ “ e AS ete fesse 

peti ber. fiir | ber. fiir (°/o) | ber. fiir 

p= b. | , wi 

e mm prea | OO 0,20 g H.| ber. — (0,20 g H. 
vs = ~ . _aneaiouaseiie -" noe 

5 | 0,20 | 0,35 0,80 139 105 a ae 

10 | 0,20 0,35 080 139 = 105 0,78 | 1,36 
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k) Hydrolyse durch Pepsin: Papain. 
Tabelle 31. 


Einwirkung von Papain nach Pepsin. 
(143,5 cem Hydrolysengemisch aus Tab. 26 (enth. 5,00 g Histonsulfat); 
200 mg Papain; Gesamtvolumen 200cem; py = 6,5, 30°; zur Analyse 
entnommen 10,0 ccm entspr. 0,25 g Histonsulfat. ) 








& Aciditiitszuwachs (cem 0,2 n-KOH) NH,-Zuwachs 
RL M A 0] Jo : } : 0/ ion K eem 0.2 Nn. 

i in 50 %oig. Alkoh. in 90 °%/, ig. Alkoh. iia « — 4 
+3 ber. fiir ber. fiir (°/o) ber. fiir 
3 beob. beob. beob. | 

CS Ree 0,20 gH. _ ber. ©?" 0,20 g HL 
6 | 0,00 0,00 0,00 000 0 -_ 

24 0,00 0,00 0,00 0,00 0 0,00 0,00 








1) Hydrolyse durch Pepsin: Hefeerepsin. 
Tabelle 32. 


Einwirkung von Hefeerepsin nach Pepsin. 
(30 ecm Hydrolysengemisch aus Tab. 13 (enth. 0,60 g Histonsulfat); 
10 cem Hefeerepsin mit 1,5 Hefe-Er.-E.; Gesamtvolumen 40 ccm; py, =7,8, 
30°; zur Analyse entnommen 10,0 cem entspr. 0,150 g Histonsulfat. ) 











& Aciditaétszuwachs (cem 0,2 n-KOH) NH,-Zuwachs 

A 1s. eno t.. } : Of, 3 i ecm 0,2 n.) 

c in 50 °/,ig. Alkoh. in 90 /oig. Alkoh. a - n. 

a | ber. fiir | ber. fiir ("/) ber. fiir 

‘ beob. |. beob. | beob. 

S| °°" | 0,20 ¢ H. '0,20¢H. ber. | °°" 0.00¢ H. 
0,00 0,00 0,00 000 | 0 | — 





m) Hydrolyse durch Pepsin: Trypsin: Hefeerepsin. 
Tabelle 33. 


Einwirkung von Hefeerepsin nach Trypsin nach Pepsin. 
(35 eem Hydrolysengemisch aus T'ab. 8; 10 ccm Hefeerepsin mit 1,5 Hefe- 
Er.-E.; Gesamtvolumen 45 ccra; py, = 7,8, 30°; zur Analyse entnommen 
10,0 cem entspr. 0,129 g Histonsulfat. ) 





Acidititszuwachs (cem 0,2 n-KOH) NH,-Zuwachs 














- 

o Pree a Oi ee 
z ber. fiir I ber. fiir (°/o) | ber. fiir 
2 | beob. | 20D. 

e beob | 0,20 g H. beo | 0,20 ¢ H ber. beok ! 0,20 g H. 
6 





D idear “gars ok, 007 | 0 0,00 0.00 
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n) Hydrolyse durch Papain: Papain—Blausaure: 


Hefeerepsin. 
Tabelle 34. 


Einwirkung von Papain. 
(4,00 g Histonsulfat; 100 mg Papain; Gesamtvolumen 200 cem; pg = 6,5, 
80°; zur Analyse entnommen 10,0 ccm entspr. 


eingestellt mit n-NaQH; 


0,20 g Histonsulfat. ) 











g 

in 50°/,ig. Alkoh. 
a er. fiir 
Se eae 0,20 g HL 
24] 0,60 0,60. 
48 | 0,70 0,70 
72 | 0,70 0,70 








Aciditiitszuwachs (cem 0,2 n-KOH) 











in 90 °/,ig. Alkoh. | reo 
| ber. fir |  (°/c) 
beob. c 20 g HL hie 
0,60 0,60 0 
| 0,70 | 0,70 0 
| 0,70 | 0,70 
Tabelle 35. 


NH,-Zuwachs 








(ecm 0,2 n.) 

| ber. fiir 

beob. 0,20 g H. 
0,66 0,66 
0,69 0,69 





Einwirkung von Papain-—Blausiure nach Papain. 


(100 cem Hydrolysengemisch aus Tab. 34; 
Gesamtvolumen 110 cem; py = 6,5, 30°; 


(enth. 50 mg); 


10 ecm aktiviertes Papain 


zur Analyse 


entnommen 10,0 ccm entapr. 0,182 g Histonsul fat. ) 























4 Acidititszuwachs (ecm 0,2 n-KOH) 

“s in 50 °%/,ig. —— in 90°/,ig. Alkoh. | | Aminos. 
3 beob. hans wd beob. ih 020 4 a 
ea] 095 | 1,04 | 095 | 104 | 0 
48 | 1,20 1,32 1,25 1370 





Tabelle 36. 


NH,-Zuwachs 
(ccm 0,2 n.) 








ber. fiir 
weet ae 


123 | 1,35 


Einwirkung von Hefeerepsin nach Papain-—Blausiure nach Papain. 


(35 cem Hydrolysengemisch aus Tab. 35; 10 cem Hefeerepsin mit 1,5 Hefe- 
Er.-E.; Gesamtvolumen 45 ccm; py = 7,8, 30°; zur Analyse entnommen 
10,0 cem entspr 0,141 ¢g ‘Histonsulfat ) 


























cr Aciditatszuwachs (cem 0,2 n-KOH) NH,-Zuwachs 

a in 50°/,ig. Alkoh. | in 90 “lois. Alkoh. | J liciiasins (cem 0,2 n. “id 

= ber. fiir ber. fiir | (°/o) ber. fiir 

om b : : 

eee 0,20 g H aed 0,20 g H.) ber. _ 0,20 g H. 
| | | oe peewee re core 

6 —- | — 0,30 | 042 | — — — 

~ 2 oe 055 | 0,78 | — | 050 | 0,71 
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Fraktionierte enzymatische Hydrolyse des Histons. 315 


o) Hydrolyse durch Papain—Blausiure. 


Tabelle 37. 


(2,00 g Histonsulfat; 40 ecm aktiviertes Papain (enth. 100 mg); Gesamt- 
volumen 100 ccm; py = 6,5, 30°; zur Analyse entnommen 10,0 ecm 
entspr. 0,20 g Histonsul fat. ) 




















5 Acidititszuwachs (ecm 0,2 n-KOH) NH,-Zuwachs 
Dis 0/ io, . Oo) 2 c , (cem 0,2 n) 

; pata. Alkoh. in 90 loig. All oh. oe 

ie | ber. fiir ber. fiir (°/o) ber. fiir 
‘3 | beob. | beob. beob. | 

<a on (0,20 g H. 00” 0,20 g H.| _ ber. 60°" 0,20 g H. 
18 — | ane 1,60 1,60 — 1,73 1,73 
29} 1,80 | 1,80 1,80 1,80 0 mw + we 
54 | 1,80 | 1,80 1,90 1,90 0 1,92 | 1,92 
102 | 1,90 | 1,90 2,05 2,05 0 2,06 2,06 





p) Hydrolyse durch Papain: Hefeerepsin. 
Tabelle 38. 
Einwirkung von Hefeerepsin nach Papain. 
(35 cem Hydrolysengemisch aus Tab. 34; 10 cem Hefeerepsin mit 1,5 Hefe- 


Kr.-E.; Gesamtvolumen 45 ccm; py = 7,8, 30°; zur Analyse entnommen 
10,0 cem entspr. 0,155 g Histonsulfat. ) 





§ Aciditiitszuwachs (ecm 0,2 n-KOH) NH,-Zuwachs 
*” lin 50°/,ig. Alkoh, |in 90 “Joig. Alkoh. | 4 nog (cem 0,2 n.) 

‘a ; ber. fair ber. fiir | (°/o) ber. fiir 
OD ob. ' beob. 

3 | beob. |g 50 g H. nee | a9 gH. ber. “0,20 g H. 
6 — | — | Gt | om | — — — 
i Za 0,00 0,00 “ 











